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Introduction 
 
La séquence des génomes est  actuellement disponi ble pour de nombreuses espèces, 
néanmoins, la séquence seule ne suffit pas pour  étudier la régulation de l ’expression génique.  
Ainsi après les avancées de la génétique moléculaire, de nouveaux cha mps de recherches liés à 
la co mpréhension des mécanis mes qui régulent l’expression de s gènes ont pu être abordés.  
L’ADN possède une structure intimement régulée pour la transm ission d’inform ations et  
certains niveaux de contr ôle sont liés à la stru cture même de la chromatine. Cette régulati on 
permet l’expression dirigée des gènes qui particip ent à l’ homéostasie tissulaire.  L’organisation 
complexe du noy au que ce soit par le positionnement particulier  des chrom osomes ou encore 
par les c aractéristiques épigénétiques de la ch romatine, joue un rôle pri mordial dans la 
régulation des fonctions du génome. 
 
La cytogénétique intègre c es nouveaux concepts. Les progrès réalisés dans le domaine 
de la microscopie et de l’i magerie permettent désormais d’observer un noyau cellulaire en trois 
dimensions. Cette représentation, plus proche de la conformation réelle, permet de considérer la 
structure globale du noy au et de ses com posants. L es diverses i nteractions nucléaires et l eurs 
liens avec l’expression des gènes font partie des nouvelles interrogations de la génomique. Dans 
ce contexte, cette étude vise à mieux décrire ces interactions en s’intéressant aux variations dans 
les niveaux d’expression des gènes et leur impact sur le positionnement nucléaire de ces mêmes 
gènes.  
 
Le modèle cellulaire choisi est le macrophage qui  représente l a prem ière li gne de  
défense contre les pathogènes.  Ces cellules phagocy taires ont un rôle clé dans la répo nse 
immunitaire innée, qui constitue une des grand es fonctions biologiques pour les organismes. En 
réponse à l’ agression par un agent  pathogène, l es macrophages subissent une modification de 
leur état fonctionnel, q ui se traduit par des réarrangements du cy tosquelette, la productio n de 
radicaux réactifs et la libération de peptides toxiques. Tous ces processus cellulaires impliquent 
des variations dans l'expression des gènes. Si  cette régulation de l’expression génique est 
étudiée depuis longtem ps, peu de choses sont connues sur la dynamique nucléaire de ces 
cellules lors de leur chan gement d’ état foncti onnel. Ces cellules présente nt l’ avantage d’ être 
facilement activables par les lipopolysaccarides (LPS) et l’interferon γ (IFNγ). 
 
L’étude a été réalisée che z le porc qui présente de nom breux atouts. C’ est en effet un  
modèle biomédical très utilisé pour l’ homme du fait de ses no mbreuses similitudes génétiques, 
anatomiques et physiologiques. Au niveau agronomique, la viande porcine représentant une part 
importante de la consommation mondiale (40%), la production d’une viande saine est un enjeu  
majeur et passe par l’ étude approfondie des mé canismes de rési stance aux pathogènes liés à 
l’immunologie. 
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Parmi les r echerches lié es à l’ alimentation porcine, un intérêt majeur est porté au  
problème mycotoxique. Les mycotoxines sont des contam inants alim entaires induisant d e 
graves troub les sur les indi vidus consommateurs. Les effe ts observés, qui affectent  
principalement le système immunitaire, sont nombreux et parfois mal compris. Il paraîssait donc 
important d’accroître les données et d’ analyser les effets d’une mycotoxine, la toxi ne T-2, sur 
l’expression des gènes dans le cadre d’ une réponse inflammatoire mais également d’analyser si 
cette toxine a un impact sur l’organisation nucléaire du macrophage. 
 
Dans c e con texte, l’objectif de c ette étude a co nsisté à déf inir s’il exis te un e 
corrélation entre expression génique et architecture nucl éaire dans les  macrophage s 
porcins ainsi qu’à analyser l’effet d’une mycotoxine sur la réponse immunitaire innée. La 
première étape de ce projet a été conduite au laboratoire de Pharmaco logie-Toxicologie où les 
études sur la toxine T-2 et ses eff ets sur les TLRs ont été menée s. Une étude transcripto mique 
utilisant une puce à ADN enrichie pour l’analyse du système immunitaire porcin y a également 
été conduite. L’objectif était de déterminer que ls gènes sont sur- ou sous-exprimés lorsque les 
macrophages sont activés en réponse aux activateurs (LPS et IFN γ) mimant une infection  
bactérienne avec ou sans pré-exposition à la m ycotoxine T-2. L a seconde étape, réalisée au  
laboratoire de Génétique Cellulaire, a consisté à sélectionner les gènes présentant les p lus 
grands différentiels d’expression entre états d’ activation et à analyser leur positionnement dans 
les noyaux de macrophage par des approches FISH-3D. 
 
Pour aborder cette étude, ce manucrit présente d’ abord une étude bibliographique en 
trois points. Après un rappel sur le macrophage et son rôle pivot dans le système immunitaire, la 
nature et les effets de la mycotoxine T2 seront évoqués avant une description de l’architecture 
nucléaire et de son impact sur l’expression des gènes.   
 
Les résultats seront exposés dans une seconde partie. Après avoir d éfini les par amètres 
d’obtention et d’activation du modèle cellulaire, la toxine T-2 et ses effets sur les récepteurs de 
type TOLL présents sur les macrophages mais aussi à ses effets sur l’ expression des gènes 
seront évoqués. Le cœur du sujet à savoir l ’analyse co mparative de la position nucléaire de 
gènes dans des macrophages quiescents et activés  afin de d éterminer si le différentiel 
d’expression observé dans ces deux états s’ accompagne également d’ un positionne ment 
différent dans l’espace nucléaire constituera la dernière partie des résultats obtenus. Finalement, 
dans un chapitre de discus sion certains points sur les résultats obtenus seront e xposés tout en 
définissant de nouvelles pistes de recherche. 
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Les macrophages représentent la prem ière li gne de défense contre les pathogènes. Si 
depuis le milieu du XX ème siècle, les immunologistes se sont intéressés prin cipalement à la  
compréhension du s ystème i mmunitaire adaptatif  et des phénom ènes as sociés, la défense de s 
organismes contre les pathogènes est également liée à l’imm unité inn ée. Depuis les années 
2000, les éléments de l’immunité innée sont  mis en avant par de nouvelle s découvertes et 
deviennent des thèmes de recherche à part entière. Les mécanismes immunitaires anciens sur le 
plan phylogénétique, mis en place par l es phagocytes lors de la reconnaissance des pathogènes, 
ont été conservés et s e sont développés pa rallèlement au sy stème ada ptatif chez les  
mammifères. Ces éléments initiale ment négligés par l’imm unologie sont en effet essentiels et 
commencent maintenant à être co mpris. Le m odèle cellulaire étudié se positionne à l’i nterface 
des immunités innée et  adaptative. Les macrophages participent d’une part, à la reconnaissan ce 
des pathogènes, notamment par ses r écepteurs à r econnaissance de motifs p athogènes, mais 
présentent également les antigènes aux l ymphocytes. Les domaines d’ action du m acrophage 
sont nom breux : ce ty pe cellulaire régul e de manière im portante les phéno mènes 
inflammatoires, et parti cipe aux interactions cellula ires. D ans ce  pre mier chapitre, après d es 
généralités s ur les macro phages, les différentes fonctions imm unitaires de ce s cellules ser ont 
décrites avant de porter un intêret particulier à un type de récepteu r important dans le cadre de 
l’immunité innée : les TLRs. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1 : Hématopoïèse des leucocytes (d’après Male 2007) 
Tous l es l eucocytes pro viennent des cel lules souc hes m ultipotentes (C FU-ML). Les  
plaquettes comme les érythocytes sont libérés directement dans le sang. Les monocytes 
et pol ynucléaires passe nt de la ci rculation aux t issus. Le s l ymphocytes sont  m aturés 
dans la moelle osseuse (LB) ou le thymus (LT). 
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1.1. Généralités 
 
1.1.1. Hématopoïèse 
Les leucocytes se localisent dans le sang.  Plus comm unément appelés globules blancs, 
ces cellules sont séparées en trois grandes cla sses : les polynucléaires (ou granuloc ytes), les 
lymphocytes, et les monocytes. Les monocytes sanguins ne représentent qu ’une faible  
proportion des leucocytes. Chez le porc, cette pr oportion est d’environ 5%. Chez l’homme, elle 
est supérieure et peut avoisiner les 10%. Après leur sortie du réseau circulatoire par diapédèse , 
les monocytes sanguins se différentient en macrophages tissulaires. Le terme macrophage 
provient de deux racines grecques makros (grand) et phagein (manger). Elie Metchnikkoff, à la 
fin du 19e siècle, a utilisé ce terme pour définir les grosses cellules mononuclées retrouvées dans 
les tissus et dotées de la capacité de phagocytose (Gordon, 2007). 
 
Comme toutes les cellules sanguines des mammifères adultes, les macrophages trouvent 
leur origine dans la moelle osseuse (Geissmann et al., 2010). Les cellules souches multipotentes 
CFU-ML ( Colony Forming Unit of Myeloid and Lymphoid Cells) qui sont les précur seurs 
communs à tous les leucocy tes, se différencient soit en précurseurs myéloïdes (pour l es 
polynucléaires et les monocytes), soit en précurseur ly mphoïdes (pour les l ymphocytes). Les 
précurseurs myéloïdes se différencient en CFU-GM (pour Granuloc yte-Macrophage), 
précurseurs des monocytes et des granulocy tes neutrophiles (Figure 1). En présence de divers 
facteurs de stimulation co mme le GM -CSF ( Granulocyte Macrophages Colony Stimulating 
Factor) ou le M-CSF ( Macrophages Colony Stimulating Factor) et de  cer taines cy tokines, 
comme l’interleukine 3 (IL-3) et l’interleukine 6 (IL-6), cette cellule souche deviendra d’ab ord 
un monoblaste qui se divisera pour donner deux pro-monocytes. Ces cellules se diviseront pour 
former des monocytes pleinement fonctionnels qui pourront alors  quitter la moelle osseuse et  
entrer dans la circulatio n sanguine. Ils migreront vers les différents organes où ils se 
différencieront en macrophages résiden ts. Une fois différencié, un macr ophage peut dem eurer 
plusieurs mois dans les tissus (Bosque et al., 199 7). Cette capacité de di fférenciation peut ê tre 
induite in vitro, ce qui perm et l’étude des macrophages après extraction et différenciation de 
monocytes sanguins.  
 
1.1.2. Monocytes et macrophages résidents  
La m ajorité des m acrophages en situation non-inflammatoire ré sident dans les tissus.  
Leur dispersion à travers l’ organisme semble faite au hasard mais ils sont présents aux endroits 
les plus susc eptibles de s ubir une invasion microbienne ou aux endroits d’ accumulation de  
débris de toutes sortes. Les macrophages résidents sont présents partout dans l’organisme et leur 
phénotypes sont modulés selon leur environnement (Bosque et al., 1997). Ainsi la morphologie 
de ces cellules peut varie r selon leur tissu d’ appartenance de même que le ur nom enclature 
(Figure 2 ). On retrouve ainsi des macrophages alvéol aires dans les pou mons, des cellules de 
Langerhans dans la peau, des cellul es de K üppfer dans le foie, des chondroclastes et 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2 : Distribution des macrophages dans les tissus (Gordon et Taylor, 2005) 
Les m onocytes ci rculants se  di fférentient : (a,  b ) e n cel lules de La ngerhans dans l es 
tissus, (c) en ostéoclastes dans les tissus osseux, (d) en macrophages alvéolaires dans 
les poumons, (e) en cel lules microgliales dans l e système nerveux. Les macrophages 
présents dans la rate (f) sont issus de la migration des monocytes mais également d’une 
prolifération locale. 
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ostéoclastes dans les tis sus conjonctifs et oss eux e t des microglies dans le  s ystème n erveux 
central.  
 
Dans ces différents tissus, les macrophages constituent la première  ligne de défense 
contre les ag ents infectieux bactériens ou viraux mais n’ont pas que ce rôle. L’élim ination des 
poussières et des tissus nécrotiqu es est prise en charge par ces cellules résidentes qui digèrent 
les particules étrangères comme les pathogènes. Ces cellules sont impliquées, par exemple, dans 
le netto yage des éry throcytes (2x1 011/jour), ce qui équivaut à près de 3kg de fer et  
d’hémoglobine par an (M osser et al., 2 008). Les macrophages ne sont pas les seules cellules à 
avoir cette capacité de phagoc ytose p uisque l es neutrophiles ont égale ment la capacité de 
phagocytose. Cependant, les macrophages ont une durée de vie supérieure et possèdent un rôl e 
additionnel : ils présentent des éléments pathogènes aux ly mphocytes T afin qu' il y  ait 
reconnaissance du pathogène et élaboration d'une réponse adaptée. Lors d’une infection ou d’un 
traumatisme, un f ort re crutement des monocytes perm et l’augm entation du nombre de 
macrophages pour accroître la réponse immunitaire.  
 
Il existe des caractéristiques co mmunes aux m onocytes et aux macrophages dont les 
récepteurs membranaires des co mplexes d’ immunoglobulines de type IgG et IgE ainsi que l es 
récepteurs po ur les fractio ns du com plément CR1  et  CR3. Mais au niveau morphol ogique, le 
macrophage résident est plus grand que le monocyte circula nt et présente une activit é 
métabolique plus im portante. Comme il existe une  grande divers ité de macro phages, il pa raît 
difficile de présenter un aspect général. Cependant, ce sont de grandes cellules d’environ 20 µm 
de diamètre dont  le nom bre varie de 0,2 à 1 m illiard chez le por c. Leur noy au est irréguli er, 
réniforme parfois lobé mais jamais segmenté et se positionne de façon excentrée dans la cellule. 
Leur cy toplasme abondant est de forme très i rrégulière et contient de nombreuses et fi nes 
granulations azurophiles. Son ultra-structure se car actérise par une me mbrane présentant de s 
villosités, un appareil de Golgi très développé et  beaucoup de l ysosomes intra-cytoplasmiques. 
Ces ly sosomes contiennent hydrolase acide et  peroxy dase qui sont im portantes pour la 
destruction des m icro-organismes. Au-delà de la morphologie, ce sont les capacités 
fonctionnelles qui permettent de  différencier les macrophages d es monocytes. En effet, les 
macrophages possèdent u ne grande capacité de pha gocytose. De plus, on peut différencier  les 
macrophages selon leur ét at d’activation, par le  niveau d’expression de certaines molécules de 
surface mais également par leurs différ entes fonctions. Les c ellules activées sont plus grandes  
que les cellules ré sidentes au repos , contiennent plus de g ranules ly sozomales et  de 
mitochondries. Contrairement aux l ymphocytes, ces cellules com plètement différenciées et  
pleinement fonctionnelles,  ne se divisent p as au cours de l’activation. Les macrophages 
présentent des cara ctéristiques spécifiques co mme l ’adhérence aux surfaces, la for mation de  
pseudopodes (Goethem et al., 2010), et contiennent un nombre plus im portant de vésicules d e 
pinocytose. Avec un cytosquelette très développé, formé de microtubules et de micro-filaments 
d’actine, ces cellules sont mobiles (Evans et al., 2006). 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3 : Les différents modes d'activation des macrophages (Gordon, 2003) 
(a) Les m icrobes s ont re connus par les ré cepteurs de re connaissance de motifs. Ces 
stimuli in duisent la p roduction d e cyt okines pro-inflamma toires (interféron  α/β), 
d’espèces oxy génées ré actives (ROS) e t de m onoxyde d’azote (NO). (b) La 
phagocytose e t l’activation hum orale sont  induites pa r les récepteurs Fc et les  
récepteurs du complément. (c) L’activation cl assique est induite par la reconnaissa nce 
de l 'IFN, suivie d'une reconnaissance microbienne (LPS). (d ) L’act ivation al ternative 
est induite par  l 'IL4 et  l ’IL13, reconnus par des récepteurs communs (IL-4R). (e) Un 
phénomène de  désact ivation exi ste p our l e m acrophage. L' absorption des cel lules 
apoptotiques ou une surcharge lysozomale conduit à des réponses anti-inflammatoires.  
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1.1.3. Activation des macrophages  
Les macrophages participent très rapidem ent à la réponse imm unitaire et à 
l’inflammation, et perm ettent égalem ent la m ise en  place d’ une réponse spécifique par l a 
présentation d’ antigènes. Les différ entes foncti ons effectrices du m acrophage influencent l a 
durée, l’efficacité et la magnitude de la majorité des réactions inflammatoires. Initialement, ces 
cellules ont été présenté es co mme de s phagoc ytes présentateur s d’ antigènes sécrét ant des  
médiateurs pro-inflammat oires et anti microbiens. Si cette défin ition est correcte, ell e app araît 
incomplète. En effet, un modèle plus complexe impliquant des macrophages pouvant présenter 
des phénotypes différents selon leurs stimuli d’activation est aujourd’hui admis (Figure 3).  
 
Selon le phénotype du macrophage, les fonctions effectrices de même que les ef fets sur 
cellules et tissus environnants sont diff érents. Il apparaît que l es macrophages présenter aient 
deux types d’activation opposés. D’ un côté, l es macrophages act ivés classiquement expriment 
un phénot ype proche de celui des ly mphocytes T auxiliaires de ty pe 1 (Th1), favori sant 
l’inflammation, la destruction de la matrice ex tracellulaire, et l’apopt ose. Ils privilégient 
l’inflammation chroni que et les lésions tissula ires. D’un  autre côté, les macrophages activés 
alternativement, de phénot ype similaire à celui des ly mphocytes T auxiliaire de t ype 2 (T h2), 
favorisent la reconstruction de la matrice extracellulaire, l a prolifération cellulaire et  
l’angiogenèse, ce qui ten d à résoudre l’ inflammation et à faciliter la guér ison. Stein et  
collaborateurs (1992) ont été les prem iers à m ontrer q ue les macrophages activés 
alternativement avaient un phé notype différent de ceux activ és classiquement. La transition 
entre ces deux types de phénotype n’est pas franche et le débat sur l’activation des macrophages 
ainsi que sur la définition de leurs phénotypes est encore très actif (Mosser and Edwards, 2008). 
 
Les réponses des cellules immunitaires aux stimuli sont les exe mples les plus étudiées  
de l’activation cellulaire. Les changements phénotypiques des macrophages sont le plus souvent 
liés à des variations importantes des niveaux d’expression des gènes. Les technologies de puces 
à ADN ont largement participé à la compréhension de ces variations d’expression génique (Der 
et al., 1998; Zhu et al., 1998). Les nombreuses études transcriptomiques disponibles constituent 
de formidables bases de données pour l’étude de l’activation cellulaire des cellules immunitaires 
(Jenner et al ., 2005). Les profils d’ expression génique de m acrophages soumis à diverses 
stimulations révèlent par exem ple un ensemble de gènes exprimés lors de chaque activation, e t 
des ensem bles de gènes q ui sont  spécifiqueme nt exprimés pour chaque patho gène rencont ré. 
Tous ces progra mmes d’ activation comprennent des protéines de surface et  des m olécules de  
signalisation qui participent à la mise en place des nouvelles fonctions du macrophage pour  
répondre à l’infection (Nau  et al., 2002). Si la majorité des études de ce type sont menées chez 
l’homme, le s études menées sur les  cellules i mmunitaires porcines sont d e plus en pl us 
nombreuses (Zhang et al., 2006; Wang et al., 2008) notamment par la disponi bilité des puces à 
ADN dédiées à l’analy se du sy stème immunitaire chez le porc (L edger et al., 2004; Gao et al.,  
2010). Par contre aucune étude détaillée n’a été réalisée sur l es macrophages porcins sou mis à 
une activation. 
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1.2. Fonctions des macrophages 
 
1.2.1. Chimiotactisme et synthèse de cytokines 
Si les macrophages sont  indispensab les pour le bon déroulement de la réponse 
immunitaire, c’est notamment par la production de médiateurs solubles dont certaines cytokines. 
Les cytokines sont de petites protéines solubles qui permettent d’induire des modifications dans 
différents types cellulaires. Elles exercent leur action en se fixant à des récepteurs de surface sur 
des cellules cibles. Ces molécules sont le plus souvent reconnues par plusieurs r écepteurs et, de 
la même manière, un récepteur peut r econnaître plusieurs chimiokines différentes. La fixation 
cytokine-récepteur engendre l’activation de la signalisation intracellulaire, généralement régulée 
par les protéines JAK et leurs facteurs de transcription STAT (Schindler et al., 1995). L es 
macrophages sécrètent des cy tokines pro-inflammatoires dont l ’IL1 α et β, le TNF α et l’ IL-6. 
Une quantité importante de m olécules m édiatrices est produite par le macrophage et il serait 
difficile de toutes les détailler. Cependant, certain es, par leur im plication directe dans ce travai l 
de thèse sont présentées :  
 
Le TNF α (Tumor Necrosis Factor α) est une cy tokine particu lièrement importante.  
Produite principalement par les macrophages et d’autres phagocytes mononucléaires comme les 
cellules dendritiques, cette cy tokine induit la production de molécules d’adhérence par les 
endothéliums, ce qui augmente le recrutem ent des leucocytes au site infl ammatoire. Elle peut 
également induire l’apo ptose de  certaines cellules. Le TNF α et les cy tokines apparenté es 
(lymphotoxines) interagissent avec une famille de récepteurs déclenchant alors l’activation d’un 
facteur de transcription : NF- κB considéré co mme le commu tateur général du s ystème 
immunitaire. Cette interaction permet égalem ent l’activation autoc rine des macrophages (Chen 
et al., 2004) . Le TNF α tout comme L’IL-1 i nduit la producti on de prostag landines et de 
leucotriènes (Durum et al., 1985; Ag garwal et al., 1996) per mettant la régulation du flux 
sanguin et lymphatique aux abords du site lésé pour permettre le recrutement des leucocytes. 
 
L’IL1 (L ’interleukine 1) α ou β, est une cy tokine également produite  lors de 
l’inflammation. Elle partage certaines fonctions avec le TNF α bi en que ces molécules soient 
relativement différentes p ar leurs récepteurs et leurs structures. L’IL1 induit la production  de 
molécules d’adhérence par les endothé liums. Son action directe sur l ’hypothalamus, centr e 
régulateur de la température corporelle, induit la fièvre. Une élévation anormale de température 
a un effet sur la prolifération l ymphocytaire et favorise donc la réponse du système immunitaire 
de l’hôte par rapport aux p athogènes. D’autres e ffets généraux sont également reportés co mme 
la perte d’appétit ou une facilitation du so mmeil. De manière globale, cette cy tokine prépare 
l’organisme à faire face à la maladie (Durum et al., 1985). 
 
Le macrophage produit égalem ent deux autres cytokines: l’IL -6 et l’IL-8.  L’IL-6 
favorise l’activation des l ymphocytes, ainsi que la production d’anticorps par l es plasmocytes. 
L’IL8 est produite par les monocytes et les macr ophages. Sa synthèse est fortement induite par 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4 : Récepteurs impliqués dans l'endocytose et leur voie de signalisation 
(Gordon, 2007) 
Les réce pteurs intracellulaire s et extrace llulaires de s macrophages i nduisent leurs 
différentes fo nctions. Les réc epteurs d u co mplément (intégri nes) et Fc (su perfamille 
des immunoglobulines) sont impliqués dans la phagocytose. Les récepteurs Fc ont soit 
un motif inhibiteur [ITIM] ou  un motif activateur [ITAM] agissant sur une famille de 
facteurs de transc ription nucléaires . L es réce pteurs non-T oll-like (NTLRs) 
comprennent la famille  de récepteurs éboue urs et les récepteurs des lectines de type C 
et sont impliqués dans les phénomènes de phagocytose/endocytose. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Chapitre Bibliographique – Les Macrophages  
 
 
 
Romain solinhac  9 
Thèse en génétique / 2011 
Institut national de la recherche agronomique  Toulouse 
l’IL1 et le TNF α. Cette  molécule se démarque de s autres  cy tokines par sa  capacité à activer 
spécifiquement les neutr ophiles (Baggiolini  et  al., 1995). Elle augmente  égale ment la 
production de radicaux oxygénés, la chimiotaxie et l’expression des molécules de surface.  
 
L’IL8 n’est pas la seule molécule chimio-attractante produite par les macrophages. Les 
chimiokines, pol ypeptides chi mio-attracteurs, sont également synthétisés pour per mettre le 
recrutement cellulaire. Ces m olécules participen t à l’ expression des adhésin es de surfa ce de 
l’endothélium vasculaire permettant l’adhérence et la migration des leucocy tes. Un gradient de  
concentration permet le gu idage des cellules dans les tissus jusqu’au site lésé et induisent le ur 
activation par la liaison a vec des ré cepteurs spécifiques (Ransohoff, 200 9). Ces polypeptid es 
sont riches e n cystéines ce qui per met de les cl asser dans 4 catég ories (CC, C XC, C, C X3C). 
Selon leur catégorie d’appartenance, les chimiokines recrutent différents leucocytes. Celles de la 
famille CC sont responsables du recrutem ent des monocytes/macrophages, ly mphocytes, 
basophiles et éosinophiles alors que les chimiokines de la fam ille CXC recrutent davantage les 
neutrophiles. La classe C contient la ly mphotactine qui agit sur les différents ly mphocytes. 
Finalement, le seul membre de la classe CX3C recrute les monocytes et les lymphocytes T. Les 
récepteurs de ces molécules ont généralement plusieurs ligands ce qui  occasionne une 
redondance fonctionnelle.  
 
Des facteurs de croissance sont également produits par les macrophages dont le M-CSF, 
le G-CSF et le GM-CSF qui vont permettre la proliférati on des précurseurs hématopoïétiques 
myéloïdes pour leur futur recrutement au site de l’inflammation. 
 
1.2.2. Phagocytose  
La phagocytose permet aux cellules d’ingérer des particules de plus de 0,5µm. Bien que 
la majorité d es cellule s de l’ organisme présente nt cette c apacité de phagocy tose, certain es, 
comme les monocytes/macrophages, les neutrophi les ou encore les cellules dendritiques sont 
spécialisées dans ce domai ne (Aderem et al., 1999). Ce phénom ène dynamique est dépendant 
des protéines du cy tosquelette, notamment de l’actine. La phagoc ytose n’ est pas forc ément 
induite. D’ailleurs un des rôles principaux des macrophages résidents est le nettoy age de corps  
nécrotiques et/ou apopt otiques, de débris et de poussières co mme dans les poum ons. Lors des 
phases précoces de  l’ inflammation, l’élimination des cellules mortes dominée par l’action des 
granulocytes neutrophiles est très im portante. Une fois leur rôle rem pli, les neutrophiles sero nt 
eux-mêmes phagocytés par les macrophages.  
 
La phagoc ytose néces site d’ abord l’ adhésion de la particule à éli miner sur la cellule.  
Dans le cas des pathogènes, des récepteurs membranaires sont dédiés à la r econnaissance de 
motifs pathogènes conservés (voir 1.3.1 et Figure 4). La multiplicité de ces récepteurs est liée à 
la diversité des pathogèn es et de leu rs mutants que le macrophage doit i mpérativement 
reconnaître pour les élim iner. Ainsi pl usieurs récep teurs de t ype PRR ( Pattern Recognition 
Receptors) (Medzhitov et  al., 1 997a) sont retrouvé s à la surface du m acrophage. Mais la  
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particule à phagocy ter peut également être marquée par des molécules du complément qui sont 
reconnues par leurs récepteurs sur le macrophage (Carroll, 1998). Si une réponse i mmunitaire 
spécifique humorale s’est déjà produite  contre l’organisme, il peut alors être recouvert d ’IgG et 
être reconnu par les récepteurs de la portion Fc des immunoglobu lines (FcγR) (Ravetch, 1997). 
Il s’en suit  alors la form ation de pseudopodes indu ite par la pol ymérisation de F-actine qui 
entourent la particule jusqu’ a form er un phagos ome. Une fois co mplètement form é, il  y a  
dépolymérisation de l ’actine et fusion avec les endosomes précoces, puis avec les endosomes 
tardifs et enfin avec les lysoso mes : on parle al ors de phago-ly sosomes. Le s différents stad es 
sont caractéri sés par la pr ésence de di fférentes hy drolases a cides : les cathep sines. Dans l e 
phagosome, il y a également dim inution grad uelle du pH d ue à l’action  en zymatique et à 
l’action des pom pes à protons ATPases. La migration des différentes vacu oles se fait d e la  
membrane vers le noy au par l’action des microtubules (Desjardins et al., 1994). Les enzymes 
lysozomales et les radicaux libres de l’ox ygène (notamment l’hypochlorite) vont tuer et digérer 
l’intrus, les d ébris cellulaires sont ensuite libér és par exocy tose. Certains organism es peuvent 
cependant résister à ce p rocessus et survivre dans  le macrophage, co mme Mycobacterium 
tuberculosis ou les Leishmania. Un macrophage peut digérer un e centaine de bactéries av ant 
d’être lui-même lysé par ses propres enzymes de digestion. 
 
1.2.3. Présentation d’antigènes  
Les macrophages ont un  rôle très im portant dans la réponse adaptative qui est  mise en 
place majoritairement par les ly mphocytes. Ap rès av oir digéré un pathogène, un macrophage 
peut se co mporter en Cell ule Présentatr ice d’Antigène (CPA).  Si l a stimulation lymphocytaire 
par un m acrophage est plus faible que celle indu ite par une cellule dendritique (Santin et al., 
1999), les macrophages sont capables d’ amplifier la réponse immunitaire en présentant des 
antigènes associés aux molécules d u com plexe majeur d 'histocompatibilité (CMH).  La 
présentation d’antigène se fait par deux molécules différentes, le CMH de classe I et le CMH de 
classe II.  
 
Les molécules de classe I sont exprimées dans presque toutes les cellules de l’organisme 
alors que cell es de classe II sont spécifiques aux cellules présentat rices d’antigènes (Landsverk 
et al., 2009).  Les molécules de classe I fixent les peptides provenant de la dégradation d es 
protéines cy tosoliques, qu ’elles soient endogè nes ou non. Un apprêtem ent de l’antigène est 
effectué par des molécules d’ ubiquitine qui l’ assignent aux protéaso mes, ai nsi que par de s 
transporteurs TAP 1 et 2 ( Transporter associated with Antigen Processing) qui transfèr ent les 
fragments peptidiques produits dans le réticulum endoplasmique. Cette méthode de présentation 
est utilisée pour des pathogènes cy tosoliques, comme les virus (Pamer et al., 1998). L es 
molécules du CMH de classe II  sont exclusives des CPAs et présentent les peptides exogènes 
provenant de  la dégradation des patho gènes phagocytés. La for mation du com plexe antigène-
CMH II est réalisée dans un com partiment endosomique spécialisé (Landsverk et al., 20 09). Ce 
type de présentation antigénique est utilisé par exemple pour les bactéries extracellulaires. 
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Les cellules présentatrices d’antigènes migrent ensuite vers les ganglions lymphatiques 
drainants afin d’ activer les l ymphocytes T qui reconnaissent les fragments peptidiques liés aux  
molécules de classe I ou II du CMH. Le premier contact se fait par des adhésines qui permettent 
le rapprochement entre l es cellules mais la reconnaissance de l’ antigène nécessite plusieurs 
molécules de surface supplém entaires. D’abord, le complexe TCR (T Cell Receptor) – CD3 du 
lymphocyte T reconnaît l’antigène et la molécule de CMH de la CPA. Des molécules co-
stimulatrices renforcent également les interactions entre les cellul es. Ce sont le s glycoprotéines 
membranaires CD4 et CD8 (selon que l’on soit en présence de l ymphocytes T auxiliaires ou 
cytotoxiques respectivement) qui s’unis sent à la molécule du CM H et aug mentent l’affinité de 
l’interaction du com plexe TCR-CMH. Un sec ond signal prod uit par les m olécules de co-
stimulation : CD28 chez le ly mphocyte et B7.1 et B7.2 sur la CPA, perm et avec le complexe 
TCR-CMH d’induire l ’expansion clo nale du l ymphocyte T naïf (Robey  e t al., 19 95). La 
présentation antigénique modifie le cours ultérieur de la réponse i mmunitaire. Ce sy stème qui 
réagit dans un premier temps à des sig nes d’infection, se spécialise pour répon dre puissamment 
aux antigènes.  
 
Comme précisé précedemment, l’ immunité adaptative met en jeu les ly mphocytes. 
Certains ont comme co-récepteur le CD8 + et d’autres le CD4 +. Le CD8+ se lie à la m olécule de 
CMH de classe I. Ces l ymphocytes appelés cy totoxiques, pr ovoquent la ly se des cellules 
infectées par des organismes cy tosoliques. Les lymphocytes T CD4+ ne se lient qu’aux cellules 
exprimant le CMH II, soit les CPAs. Ces lymphocytes peuvent se différencier en plusieurs sous-
populations selon le patro n de c ytokines qu’ils expriment. Les deux sous-po pulations les p lus 
connues sont  Th1 et Th2 et décrivent des réponses extrêmes et opposées. Celles-ci  se 
rapprochent des réponses classiques et alternatives déjà décrites pour les macrophages. Il existe 
néanmoins plusieurs autres phénotypes possibles en tre les deux. Il se mble égale ment que les 
lymphocytes T CD4 + non engagés dans la sécr étion de patrons  de cytokines particuliers soient 
utiles puisqu’ils co mposent un réservoir de ce llules spécifiques à un antigène donné qui n’ ont 
pas encore de fonctions effectrices prédéterminées (Yang et al., 2005).  
 
La sous-pop ulation l ymphocytaire Th 1 active les macrophages augmentant leurs 
capacités microbicides. Elle est responsable de la  résistance aux infections par des organis mes 
intracellulaires. L’ IL-12, cy tokine essentielle au pr ofil Th1, induit chez les lymphocytes la 
production d ’IL-2 (q ui les active) ainsi que l’IFN γ et le TNFα perm ettant l’activation des 
macrophages (Mosm ann et al., 2005). Ceux-ci sécrèteront ensu ite de l’IL-12, du m onoxyde 
d’azote, des métabolites de l’oxygè ne, des molécules de CMH II et augm enteront leur 
phagocytose. A l’inverse, la sous-popul ation lymphocytaire Th2 e st impliquée dans la réponse 
humorale. Elle est responsable de l’ activation des lymphocytes B, de l’induction de la sécrétion 
d’immunoglobulines, de l’activation d es mastocytes et des éosinophiles mais aussi de la 
suppression de la réponse de type Th1 (Mosmann et al., 2005). 
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1.2.4. Production de molécules toxiques 
Le macrophage produit  diverses molécules qui jouent un rôle dans la réponse 
immunitaire comme le monoxyde d ’azote, les radicaux libres ox ygénés ou des enzymes 
lysozomales. Le monoxyde d’azote est un interm édiaire réactif de l’azote qu i est produit par 
l’action des synthétases de monoxyde d’azote. Deux oxydations successives de l’acide aminé L-
arginine conduisent à sa pr oduction. Diverses cytokines telles l’ IFNγ, le TNFα et l’IL-12 avec 
l’IL-18 (MacMicking et al., 199 7) ou la liaison des TLRs 2, 5 et 9  (TOLL Like Receptors) par 
différents agents microbiens (Shoda et al., 200 1; Thoma-Uszynski et al., 2001) peuvent induire 
la production de synthétases de monoxyde d’azote. D’autres peuvent également l’inhiber telles 
l’IL-4, l’IL-13 et le TGFβ soit en induisant l’ arginase (une enzyme qui est en compétition avec 
la sy nthétases pour la L- arginine) soit en di minuant directement la stabilit é de l a protéine 
synthétase (MacMicking et al., 1997). Le monoxyde d’azote a u n effet anti- microbien chez les 
bactéries, les parasites, les virus et les cham pignons. Cet effet anti-m icrobien agit à plusie urs 
niveaux : il inhibe la synthèse et/ou la réparation de l’ADN et altére les protéines ou inhibe leur 
production (Bogdan et al., 2000) . Outre cett e a ction anti-m icrobienne, il a égale ment une 
activité anti-t umorale. Il p eut en effet i nhiber certai nes enzy mes, co mme c elles de la  chaî ne 
respiratoire, qui sont essentielles à la croissance des cellules tum orales. Son action peut aussi 
provoquer l’apoptose et l’arrêt du cy cle cellulaire  (Pervin et al., 2001). En contrepartie, le 
monoxyde d’azote a des effets néfastes sur les cellules et tissus sains. Il pro voque ainsi l a 
dégradation de la matrice extracellulaire et le recrutement de cellules inflammatoires ce qui peut 
entraîner une inflammatio n chroniq ue (Bogdan, 2 001). Il peut  enfin m oduler la signalisation  
intracellulaire en modifiant l’expression de plusieurs cytokines (Bogdan, 2001). Sa producti on 
est globalement im portante mais apparaît être  dépendante d’ espèce, les macrophages porc ins 
produisant moins de monoxyde d’azote que les macrophages murins (Zelnickova et al., 2008). 
 
Le macrophage produit également, par str ess oxy datif, des métab olites de l’oxygène. 
C’est un moyen de défense très im portant po ur les phagoc ytes co mme les 
monocytes/macrophages et les neutrophiles. Ces métabolites sont produits par un com plexe 
protéique m embranaire (N ADPH oxy dase) qui génère le supero xyde (O 2-) en transférant un  
électron d’une molécule de NADP H à l’ oxygène (O2) (Cathcart, 2004). Le su peroxyde produit 
des oxy dants très puissants tels que les radicaux hydroxyl (OH-) et le peroxyde d’ hydrogène 
(H2O2) dans le phagosome ou l ’espace extr acellulaire. La conversion du H 2O2 en a cide 
hypochlorique, fournit aux monocytes et neutroph iles, des oxy dants encore plus puissants. Le 
macrophage, perd l’enzyme responsable de cette  transformation (la myéloperoxydase) au cours 
de sa maturation. Tout comme le monoxyde d’azote, les métabolites de l’oxygène sont uti lisés 
pour la destruction des pathogènes et des cellules tumorales mais peuvent aussi avoir des effets 
néfastes sur les cellules et tissus sains environnants.  
 
Enfin, comme nous l’avons déjà vu, la phagocytose est un moyen très utilisé par le 
macrophage mais ces cellules doivent produire les enzymes qui perm ettront la digestion de la 
particule ingérée. Ces en zymes sont contenu es dans le ly sosome. On retrouve parm i ces 
enzymes lysosomales : des  protéases ne utres (les él astases et les collagénases), des hy drolases 
  
 
 
 
 
 
 
 
Tableau 1: Liste des principaux PRRs, de leurs ligands et des voies de signalisation impliquées 
(Kumagai et Akira, 2010) 
 
PRRs PAMPs Voies de Signalisation 
TLRs (TOLL Like Receptors) 
 TLR1-TLR2 Lipopeptides Triacylés Activation de NF-κB par MyD88 
 TLR2-TLR6 Lipopeptides Diacylés Activation de NF-κB par MyD88 
 TLR4 LPS Activation de NF-κB par MyD88, TRIF et IRF3 
 TLR3 Poly(I:C) Activation de NF-κB par TRIF 
 TLR7 ssRNA Activation de NF-κB par MyD88 
 TLR9 CpG-DNA Activation de NF-κB par MyD88 
RLRs (RIG-I-like receptors) 
 RIG-I 
Paramyxoviridae, ARNdb (<50pb) 
et Poly(I :C) (<300) 
Activation de NF-kB, IRF par IPS-1 
Activation de l’inflammasome  
 MDA5 
Picornaviridae, ARNdb (>50pb et 
poly (I :C) (>300) 
Activation de NF-kB, IRF par IPS-1 
 LGP2 ? Régulation positive de la signalisation RLR 
NLRs (Nucleotide-binding domain Leucine-Rich repeat containing) 
 NOD2 Muramyl dipeptide Activation de NF-κB par RIP2 
 NALP3 Acide urique, silice zymosan Activation de l’inflammasome 
 IPAF Flagellin, S. typhimurium Activation de l’inflammasome 
 AIM2 dsDNA Activation de l’inflammasome 
CLRs (Calcitonin receptor-Like Receptor) 
 Mincle Protéines nucléaires SAP130  Signalisation par Syk 
 DNGR-1 Cellules Nécrotiques  Signalisation par Syk 
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acides (les sérines protéases, l es lipases, les polysaccharidases, les déoxy ribonucléases et  les 
sulphatases), le ly sozyme ainsi que  des peptide s facilitant la per méabilité mem branaire 
(défensines) (Lübke et al., 2009). 
 
1.3. Reconnaissance des motifs moléculaires associés aux 
pathogènes 
 
1.3.1. Les récepteurs à reconnaissance de motifs (PRR)  
L’immunité i nnée a été considérée comme  la moins co mplexe jusqu’ au m ilieu des 
années 1990, pourtant, le s phénomènes et molécules qui y  sont liés sont nom breux. Les 
recherches conduites sur les TLRs ont amené à la découverte des récepteurs à reconnaissance de 
motif (P RR). Ces récepteurs sont présents à la surface des macrophages et reconnaissent  
spécifiquement des m otifs pathogéniq ues appelés PAMPs ( Pathogen-Associated Molecular 
Pattern). Bien que ces récepteurs ne subissent p as de reco mbinaison somatique comme l es 
segments VDJ des i mmunoglobulines, ils reconnaissent cependant parfait ement le non-soi  
puisqu’ils ne ciblent que les ligands microbiens (Janeway et al., 2002). En effet, les PAMPs sont 
le plus souvent essentiels au développement d es micro-organismes et sont retrouvés au sei n 
d’une m ême classe. Trois points en font d es ci bles idéales pour la re connaissance par  
l’immunité. Prem ièrement, ils sont produits ex clusivement par les microbes et pas par le s 
cellules hôtes, induisant une distinction du so i et du non-soi parfaite. Deuxièm ement, les 
PAMPs sont invariables pour une classe de micro-organismes, ainsi l’utilisati on de quelques 
récepteurs spécifiques suffit. Enfin, comme les PAMPs sont essentiels aux micro-organismes, il 
n’existe pas de mutations pour ces composés.  
 
Le répertoire de reconnaissance des r écepteurs des CPAs est vaste et ceux-ci 
reconnaissent une quanti té i mportante de co mposés endogènes co mme ex ogènes tels des 
protéines, des lipides et des acides nucl éiques. Il existe plusieurs class es de PRRs (Tableau 1). 
Les TLRs q ui sont les prem iers à avoir été mis en évidence, constituent  la part la plus 
importante des PRRs. Ils sont détaillés en 1.3.2 . Les RLRs ( RIG-I-like receptors) sont dédiés à 
la reconnaissance des virus intracellulai res et en réponse induisent la production d’interféron de 
Type 1. Leurs domaines hélicases suggèrent une capacité à reconnaître l’ARN viral. Les NLRs 
(initialement NOD-Like Receptor, aujourd’hui Nucleotide-binding domain Leucine-Rich repeat 
containing) sont des senseurs de l’inf ection bactér ienne. Nod1  et Nod2 sont en effet des 
récepteurs NLRs des  parois bactéri ennes, mais apparaissent avoir également une fonction anti 
parasitaire. Les autres NLRs comme NALP1, NALP3 et IPAF font partis d’un complexe appelé 
inflammasome (Martinon et al., 200 9) avec la ca spase-1 qui est i mpliquée dans la maturation 
des interleukines 1β et 18. Les CLRs (Calcitonin receptor-Like Receptor) sont des récepteurs de 
ligands endo gènes. Parmi eux,  se tro uve le récep teur du mannose qui reconnaît un gr and 
nombre de pathogènes, bactéries, champignons, virus. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5 : Arbre phylogénétique des TLRs de vertébrés (Roach et al., 2005)  
Chaque grande famille est représentée par une branche de couleur. L'espèce est inscrite 
sur la branche pour les sous-familles présentant un seul membre. 
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1.3.2. Les Toll-Like Receptors 
En 1997, Toll a été montré comme étant un récepteur essentiel pour la défense de l’hôte 
contre les infections fongiques chez la drosophile, espèce qui possède seulement une i mmunité 
innée (Lemaitre et al., 1996). Un an plus ta rd, un hom ologue est trouvé chez les mammifères 
(TLR4) (Medzhitov et al., 1997b). La stratégie pr incipale de ces récepteurs de t ype TOLL se 
base sur un e reconnaissance spécifi que de molécules conservées dans le métabolisme 
microbien.  
 
Après l a c aractérisation du prem ier TLR, une sé rie de protéi nes structure llement 
analogues à celui-ci a été identifiée. L es TLR s de mammifères sont com pris dans une lar ge 
famille de 13 membres. L’analyse phylogénétique montre que les TLRs peuvent être séparés en  
six groupes (Figure 5), conservés dans plusieurs espèces ( Roach et al., 2005). Les TLRs 1, 6 et  
10 divergent d’un même ancêtre commun avec TLR 2. TLR4 est isolable des autres d’un point 
de vue ph ylogénétique. Les TLRs 1 à 10 sont con servés entre l’ homme et la  souris mais bi en 
que TLR10 s oit fonctionnel che z l’homme, la  partie C terminale chez la  souris est associée à 
une séquence non productive rendant la prot éine non fonc tionnelle da ns cette esp èce. 
Inversement, TLR11 est fonctionnel chez la souris mais un codon stop prématuré chez l’homme 
empêche la production de cette protéine (Uenishi et al., 2009). Les TLRs 11, 12 et 13 murins ne 
sont pas représentés chez l’homme ni chez les ar tiodactyles. Les ligands de ces récepteurs n e 
sont d’ailleurs pas définis, sauf pour TLR11 qui r econnaît une bactérie urétrale (Matsushima et 
al., 2007). 
 
Les gènes co dant pour 1 0 TLRs ont été identif iés chez l’homme et chez le p orc. Les 
TLRs sont généralement séparés en deux group es, par rapport à leur position dans la cellule, 
mais aussi par rapport aux ligands qu’ ils reconnaissent. Comme mentionné (Figure 6), certains 
sont exprimés à la surface cellulaire et reconnaissent des motifs qui dérivent majoritairement de 
microbes. Les autres sont exprimés dans les endos omes et autres organelles intracellulaires et 
reconnaissent des acides nucléiques ou des dérivés de nucléotides.  
 
Cette f amille de r écepteurs trans membranaires de ty pe I présente un domaine  
extracellulaire riche en  Leucine (LRR, Leucin-Rich Repeat) indispen sable pour la 
reconnaissance des PAMPs (Fujita et al., 2003) et un domaine récepteur intracellulaire Toll/IL-1 
(TIR, Toll/IL-1 Receptor). Ce domaine, qui est d’ailleurs con servé dans beaucoup de plantes et  
d’animaux, montre une grande si milarité avec celui du récepteur  IL-1. Il est  établi que cha que 
TLR joue un rôle dans la reconnaissance sp écifique des co mposés dérivés de pathogènes : 
bactériens, fongiques, protozoaires ou viraux. TLR4 est le récepteur du LPS ou des Lipides A et 
reconnaît les bactéries Gram négatif. Pour les bactéries Gram positif, TLR2 reconnaît quanti tés 
de m olécules (Takeda et al., 2005). D ifféremment des autres T LRs qui forment des hom o-
dimères pour transm ettre le signal (Miguel et  al., 2007), TLR2 forme un hét éro-dimère avec 
TLR1 ou TLR6 (et probablem ent TLR10) pour au gmenter l’ éventail de reco nnaissance d es 
motifs triacy lglycerides et diacy lglycerides. Le couplage TLR2/dectin-1 est égalemen t 
responsable de la reconnai ssance des motifs fongiques (Gantner et al., 2003) . TLR5 reconnaît  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6 : Voies de signalisation TLR dans les CPAs (Kawai et Akira, 2007) 
Lors de la stim ulation tous les TLRs (sauf TLR3) recrutent MyD88, IRAK et TRAF6 
pour activer la voie Ubc13/TAK1. Le complexe IKK permet la translocation de NF-κB 
dans le noyau. TAK1 active également la voie des MAP Kinases. IRF5, NF-κB et AP-1 
contrôlent l ’expression des c ytokines i nflammatoires. TI RAP est  rec ruté par TLR 4, 
TLR1/6 et TL R2/6 et active la voie MyD88.  TRIF est recruté pa r TL R3 et agit via  
TRAF3 sur NF- κB m ais ég alement su r le complexe IRF3  qu i in duit l’ex pression d e 
l’IFN t ype 1 et de gè nes d épendants de l’IFN. Dans l es cel lules de ndritiques un 
complexe IRF7 active les mêmes gènes. TLR3, TLR7 et TLR9  se lo calisent dans les 
compartiments intracellulaires comme les endosomes. 
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exclusivement la flageline (Hayashi et al., 2001). Le ligand de TLR10 reste inconnu m ême si 
ses associations avec le gène MYD8 8 en f ont une protéine fo nctionnellement active ch ez 
l’homme. TLR3 reconnaît l’ARN doub le brin (Alexopoulou et al., 200 1), alors que TLR7 et 
TLR8 sont i mpliqués dans la reconnaissance de l’ARN simple br in (Heil et al., 2003). TLR  9 
reconnaît les motifs CpG non méthylés de l’ADN présents dans le génome bactérien mais aussi 
dans les virus (Lund et al., 2003). 
 
Dédiés à la r econnaissance des motifs pathogéniques, les voies de signalisatio n de ces 
molécules sont proches de celle s des cytokines. Il  existe deux voies de signalisations, une 
MyD88 dépe ndante et une autre My D88 indépend ante (O'Neill et al., 2007).  Ces différen tes 
voies sont représentées  dans la Figure 6 . Myd88 participe à la signalisation des TLRs exc epté 
pour TLR3,  et permet la transcriptio n des cy tokines inflammatoires dont TNF α par son 
récepteur associé TRAF6 (TNF Receptor-Associated Factor 6). Pour TLR7 et 9, le signal in duit 
le sy stème des interf érons de ty pe 1. Ce même système peut être induit par une signalisation  
parallèle des TLR3 et TLR4 (Kawai et al., 2001). 
 
Les TLRs sont caractérisés pour certains animaux d’élevage (Werling et al., 2007). Pour 
l’espèce porcine, les gène s des TLRs sont identifié s et apparais sent dans l’ assemblage du  
génome tout comme les séquences de MyD88 et de CD14 interagissant avec ces récepteurs. Les 
ARNm de ces récepteurs ont été étudiés dans plusieurs tissus (Raymond et al., 2005; Arce et al., 
2008). Les études menées sur les TL Rs porcins s’ intéressent notamment à l’impact qu’ont  
certains pathogènes sur ces récepteurs, comme les salmonelles (Arce et al., 2008 ; Meurens et  
al, 2009). Une autre étude s’est intéressée à la r econnaissance de Mycoplasma Hyopneumoniae 
par un hétéro-dim ère TLR2/TLR6 dans les macrophages alvéolaires porcins (Muneta et al., 
2003). Les voies de signalisation de ces récepteurs sont également étudiées. C’est le cas de la 
signalisation CpG-TLR9 qui est altérée par le Circovirus 2 porcin (PCV2) supprim ant la 
production d e cy tokines (TNF α, IFN α, IL6 et IL12) dans les cellules mononuclées du sang 
(lymphocytes et m onocytes) (Vincent et al., 2007). Globalement, ces études visent à m ieux 
comprendre l e rôle des T LRs qui occupent une pl ace de choix dans la r econnaissance des 
pathogènes de la phase précoce de la réponse immunitaire.  
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Chapitre 2 – La toxine T-2 : une mycotoxine 
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Les mycotoxines sont des conta minants al imentaires ay ant un fort im pact sur les  
élevages porcins tant au niveau de la natalité que de l’engraissement des animaux. Mais au delà, 
le danger agro-alim entaire et sanitaire pour l’homme est également im portant. Les cas de 
mycotoxicoses spontanées sont rares mais ces composés demeurent toxiques d’autant plus qu’ils 
sont résistants à la majorité des processus de  trans formation des ali ments. L’évolution de 
l’agriculture comme l’extensi on d e l’agricultu re biologi que ainsi que les évoluti ons 
consécutives au changement climatique n’est pas sans avoir un impact sur l’évolution du risque 
mycotoxique dans l’alimentation. Une r églementation de l ’Union Européenne fixe des teneurs 
maximales pour certains de ces co mposés dans les denrées alimentaires pour l’ homme1. Pour  
les ani maux, les teneurs  maximales d e cert aines t oxines sont si mplement r ecommandées2. 
Malgré une faible teneur dans les matières pr emières, la toxine T-2 présente une im portante 
toxicité. Les effets de cette toxine sur le système i mmunitaire sont en partie connus  
(Schuhmacher-Wolz et al., 2010). Ma is les mécanismes d’ action de ces com posés sur le 
système immunitaire innée et notamment les récepteurs TLRs sont encore à explorer.  
 
 
 
 
1 Règlement C E/1881/2006 de la Commiss ion du 19 décembre 2006 portant fix ation d e teneurs  maximales pou r 
certains contaminants dans les denrées alimentaires (http://eur-lex.europa.eu/fr/index.htm). 
2 Recommandation CE/576/2006 de la Commi ssion du 17 août 2006 sur la prévention et la réduction des toxines du 
Fusarium dans les céréales et produits céréaliers (http://eur-lex.europa.eu/fr/index.htm). 
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2.1. Généralités 
 
2.1.1. Les mycotoxines (AFSSA, 2009) 
Les mycotoxines sont des métabolites secondair es de faible poids m oléculaire qui sont 
produits par les moisissures au champ ou lors du stockage. Leur production est influencée par 
les différents facteurs influençant le développe ment des m oisissures notamment la tem pérature 
et l’hygrométrie. Le potentiel toxique de  ces composés pour l’homme comme pour les animaux 
est réel. La contam ination peut se faire par l’intermédiaire de nom breux aliments (Schothorst 
and van Egmond, 2004). Ceux d’origine végétale comme les fruits, les céréales et les fourrages 
peuvent être contam inés, mais également ceux d ’origine animale co mme le lait, le sang et les 
abats d’animaux contaminés.  
 
Les mycotoxines sont produites pri ncipalement par les moisissures des genres 
Fusarium, Aspergillus ou Pénicillium. Il existe 30 0 fam illes de  m ycotoxines différentes à 
travers le monde. Envir on 10% d’ent re elles constituent un da nger de par leurs propriétés 
toxiques. L ’impact de ces contam inants su r les productions céréalières n’est pas unifor me 
autour du globe notammen t à cause des  différents climats. C ependant les matières pre mières, 
qui transitent  par les échanges commerciaux, en fon t un problème mondial. L es principales 
familles de mycotoxines d’un point de vue sanitaire et agroalimentaire sont les Aflatoxines, les 
Fumonisines, la Zéaral ènone, les Ochratoxi nes et les Trichothécènes. Dans ces groupes, 
certaines sont plus toxiques que d’autres et leurs métabolites peuvent être plus dangereux que la 
toxine elle-même. La toxine T-2 fait partie de la famille des trichothécènes, dans laquelle ont été 
recensés plus de 182 types de co mposés différents produits par différents genres de moisissures 
(Ueno et al., 1990).  
 
Les conditions de développem ent des Fusariums producteurs de trichothécènes  sur les 
céréales et leurs producti ons de m ycotoxines s ont relativem ent com plexes, et sont enco re 
incomplètement comprises. Les conditions de croi ssance des champignons ne sont pas touj ours 
les mêmes que les conditions agissant sur la production de toxines. Pour les Fusariums le 
principal facteur de risque de production est lié aux conditions climatiqu es lors de la culture. 
L’humidité des céréales lors du stock age est en général trop faible pour c onduire à le ur 
développement ainsi qu’ à la production de trichothécènes.  Pour cert aines céréales co mme l e 
maïs et le sorgho qui doivent être séchées, la contam ination peut également dépendre des 
conditions de pré-stockage, comme la durée d’attente entre récolte et séchage. 
 
Les mycotoxines sont générale ment ther mostables et ne sont pas détruites  par l es 
procédés habituels de cuisson et de stérilisation. Leur capac ité à se lier  aux protéine s 
plasmatiques et leur li pophilie en font des toxiques capables de persister dans l’organism e en 
cas d’expositions répétées et rapprochées. Néan moins, la cuisson des ali ments peut réduire la 
teneur en trichothécènes, non pas en raison de la température, mais de leur solubilité.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 7 : Structure chimique de la toxine T-2 
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2.1.2. La toxine T-2 
La toxine T2 est un métabolite appartenan t aux trichothécènes du groupe A. Cette 
mycotoxine a été isolée en 1968 à partir de Fusarium Tricinctum puis a  été  détecté e sur de  
nombreuses céréales dont le blé, l’orge, le riz et l’avoine (Sokolovi et al., 2008). Produite par un 
grand nombre de Fusariums notamment par Fusarium sporotrichioides et Fusarium langsethiae 
(Thrane et al., 2004), elle  est égale ment produite par d’ autres genres de moisissures comme 
Trichoderma sp. et Myrothecium sp.. Si les Fusariums producteurs de ces toxines sont pl utôt 
retrouvés dans les régions tem pérées du  nord , le ur distrib ution dem eure mondiale. Cette 
moisissure se développe entre -2 °C et +35 °C avec un optimum en dessous d e 15°C dans des 
milieux très humides. Au  cham p, elle se retrouve sur des céréales ay ant r eçu de la pluie et 
moissonnées en période froide.  
 
Au niveau de sa structure ph ysique, la toxine T-2 possède co mme tous les 
trichothécènes, un squelette tricy clique (tri chothécane) for mé par un cy clopentane, un  
cyclohexane, un cycle à six chainons oxygénés et quatre groupements méthyles (Figure 7). Elle 
possède également une double liaison en C9-10 appe lée pont oléfinique ainsi qu’un groupement 
époxy en C12-13 caractér istique des é poxy-trichothécènes ( Figure 7 ). La toxine T-2 (12,1 3-
epoxytrichothec-9-ene-3, 4, 8, 15-tetraol, 4, 15-diacetate 8-isovalerate) est égal ement connue 
sous le nom de fusariotoxine T2, 8-isovalerate, isariotoxine ou mycotoxine T-2. Elle est stable, 
au moins 24 mois, dans l’acétate d’éthyle quelles que soient les conditions de stockage, de -18° 
C à + 40° C (Widestrand et al., 2001). 
 
La présence de m ycotoxines dans l'ali mentation humaine a entr aîné un contrôle plus 
fréquent de la présence de ces substances toxiques.  Certains projets visent à estimer l'apport de 
ces toxines dans l’ alimentation pour les habita nts de l'union européenne (Schothorst and van 
Egmond, 2004). Cette étu de menée en  2004 a révélé  une contamination par la toxine T-2 de 
20% des 3490 échantillons de céréal es testés issus de différents pay s européens. En 2004, la 
consommation journalière de ces toxines était en moyenne de 0,06 µg/kg de poids corporel/jour 
pour les habitants de l’union européenne.
 
2.1.3. Mécanismes d’action moléculaire de la toxine T-2 
Aucune donn ée n’est disponible sur le métabolisme de la toxine T2 chez l’h omme. 
Chez l’animal, elle est absorbée après ingestion dans la plupart de s espèces et se distribue dans 
tout l’organisme sans préférence d’organes (Schuhmacher-Wolz et al., 2010). La demi-vie dans 
le plasma de la toxine T-2 est de moins de 20 minutes (SCF, 2001). La concentration dans  les 
tissus ly mphoïdes est particulièrement im portante, notamment d ans la rate et les ganglions 
lymphatiques. Après son passage dans l e sang, la toxine T-2 est rapidement métabolisée dans le 
foie par dé-acéty lation, hydroxylation glucuno- conjugaison et d é-époxylation. La principale 
modification est une dé-acéty lation qui conduit à la  formation de l a toxine HT- 2. Les don nées 
sur la toxine HT-2 sont rares, mais en tant que métabolite principal, il est communément accepté 
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que celle-ci suive les mêmes voies métaboliques que la toxine T2. Tous les dérivés de la toxine 
T2 sont retrouvés dans le métabolisme des rongeurs (Johnsen et al., 1988). 
 
Les eff ets de  la toxine T-2 sur les ce llules appara issent à plus ieurs niveaux. Cette  
mycotoxine, comme de nom breux tric hothécènes, est d’ abord un inhibite ur de la s ynthèse 
protéique par sa forte affinité pour la sous-unité  ribosomique 60S. Cette inhibition a surtout été 
observée dans plusieurs tissus dont la rate, le th ymus, les muscles et le foie chez les rongeurs 
après injection péritonéale (Rosenstein e t al., 1983; Thompson et al., 1990). Chez la souris et le 
rat, des études montrent une cy totoxicité et de s changements de l a prolifération cellulaire d es 
épithéliums de l’ œsophage et de l’ estomac. La  synthèse des acides nucléiques est également 
affectée par ces composés. En effet, l’ incorporation de [H3] thymidine est inhibée par la toxine 
T-2 dans des lignées de ly mphocytes stimulés par la PHA (phy tohaemagglutinin) (Munsch et 
al., 1980; Cooray , 1984). Enfin comme cette t oxine présente une structure a mphiphile, elle 
s’insère dans la bicouche lipidique des mem branes et induit une perox ydation des lipides  en  
générant des radicaux libres.  
 
2.2. Toxicité générale de la toxine T-2 
 
La conso mmation de produits contaminés par les trichothécènes est à l 'origine de  
mycotoxicoses chez l’ homme. L’ affection la plus  connue, da ns laquelle la toxine T-2 est  
suspectée, est l’Aleucie Toxique Alimentaire (ATA). Dans les années 1940, cette intoxication a 
provoqué le décès de 10 % de la population du comté d’ Orenburg en Russie. La population 
touchée avait consommé du pain préparé à partir de grains de blé contaminés par des Fusarium. 
Le blé, n'ayant pu être moissonné en raison de la guerre, avait été récolté sous la neige en hiver. 
A partir des souches de Fusarium poae et Fusarium sporotrichioïdes i mpliquées dans  les  
épidémies d’aleucie toxique ali mentaire en Uni on Soviétique, de nombreux auteurs ont m ontré 
la capacité de ces moisissures à pr oduire d es trichothécènes, notamment  la toxine T-2 
(Szathmary et al., 1976). L’organe cible de la toxi ne T-2 apparaît être le tissu hématopoïétique 
que ce soit lors d’exposition aigue ou chronique (SCF, 2001; WHO, 2001). 
 
2.2.1. Toxicité aigüe 
Les données sur la toxicité aigue des trichothécènes sont parcellaires. Mais la toxine T-2 
présente une toxicité aigue i mportante. Les effets expérimentaux de l’exposition montrent une 
toxicité aigüe pour des doses entre 0.06 et 10 mg/kg suivant les espèces avec des sy mptômes 
non spécifiques (perte de poids, hémorragies, diarrhées).  
 
Chez les ron geurs la dose létale 50%  par voie orale qui correspon d à la dose de toxine 
pour laquelle la survie d’un lot de souris est de 50%, est comprise entre 5 et 10 mg/kg d’aliment 
ingéré, le nouveau né étant plus sensible que l’ adulte. De la même manière, la femelle est pl us 
sensible que le mâle. Cette dose est sen siblement la même si la to xine est ad ministrée par voie 
veineuse.  
Chapitre Bibliographique – La mycotoxine 2  
 
 
 
Romain solinhac  20 
Thèse en génétique / 2011 
Institut national de la recherche agronomique  Toulouse 
Chez le porc la dose létale 50%  lors d’une administration par voie orale est de 5 mg/kg. 
Par voie veineuse, la dose létale 50%  est de 1.21 mg/kg (Weaver et al., 1978a). Les symptômes 
provoqués par la toxine T-2 sont  ceux retrouvés lors de l’ exposition aux trichothécènes et n e 
diffèrent que par le temps et le déroulement. Trois principaux syndromes sont retrouvés avant la 
mort qui survient entre 18 et 19 heures après l’injection par voie intraveineuse : 
 
- Un syndrome digestif apparaît 15 minutes après l’injection de toxine T-2. Il se traduit 
par des vomissements s’accompagnant de polyphagie. La toxine T-2 prov oque la congestion de 
l'iléon, du colon, de la vésicule biliaire et un œdèm e sévère des canaux biliaires. Une 
augmentation de la fréquence d’élim ination des selles est égal ement observée (Weaver et a l., 
1978a). 
- Un syndrome neuro musculaire, qui se traduit par une parésie postérieure, est observé 
et s’aggrave au cours du tem ps, ce qui condu it à une dém arche chancelante, une recherche 
d’appui. 
- Un s yndrome nerveux rapide prov oquant une apathie marquée, suivit d’une léthargie  
profonde en 1 à 3 heures.  
 
2.2.2. Toxicité chronique 
L’intoxication chroniq ue se manifeste moins que l’intoxication aigüe mais d ifférents 
troubles sont observés. Chez le porc, une baisse des perform ances de croissance ainsi que des 
lésions de la peau et des muqueuses sont observées. 
 
Les conséquences de la to xine T-2 sur les perfor mances de croissance des porcs ont été 
beaucoup m oins étudiées que celles d’autre tric hothécènes ( comme le déoxynivalénol). Mais 
des études m ontrent que la consommation d’ aliment est réduite tout comme la vite sse de  
croissance pour des teneur s en T-2 de 3 mg/kg da ns l’ aliment i ngéré. Les p orcs refusent de 
consommer un régim e contenant beaucoup de Toxi ne T-2, perdan t même du poids lorsque les 
aliments renferm ent de 5 à 15 m g de T-2 par kilogramme (Raf ai et al., 1995). L’ indice de  
conversion a limentaire n’étant pas modifié, cette dim inution des perfor mances est due 
uniquement à une baiss e de la cons ommation, et  s’ accompagne vraise mblablement d’ une 
diminution des performances de reproduction (baisse de la fertilité, de la taille des portées et des 
porcelets) (Weaver et al., 1978b). 
 
La toxine T-2 est un puissant agent cytotoxique pour les systèmes digestif, lymphoïde et 
hématologique, lésant au ssi bien les  cellules à division rapide que celles à fai ble 
renouvellement. En ce sens, pour des doses i mportantes de toxine T-2 (plus de 4 m g/kg), sont 
observés néc rose et ulcér ation des tissus épithé liaux du groin, des co mmissures, de la ca vité 
buccale et de la langue. C es lésions « radiomimétiques » apparaissent près de 10 jours après le 
début de l’in toxication et s' aggravent au c ours tem ps (Harvey et al., 1990). Lors de cette 
consommation, très peu de lésions sont observ ées sur les organes: foie, reins, rate, c œur, 
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surrénales, thymus (Harvey et al., 1990). A des doses plus faibles, seul un examen histologique  
des tissus révèle la présence de lésions (Rafai et al., 1995). 
 
2.3. Effets sur le système immunitaire. 
 
2.3.1. Effets hémato-toxiques 
 Les eff ets h ématotoxiques des trichot hécènes se manifest ent à plusieurs niveaux 
(Tableau 2). L’hématotoxicité se caractérise par la modification des paramètres hématologiques 
notamment la modification de la formule sanguine. La destruction des cellules circulantes ou la 
production insuffisante des cellules hématopoïetiques de la moelle osseuse sont à l’ origine de 
ces modifications. Les troubles hématologiques i nduits par les trichothécènes sont notamment  
liés à leur forte myélotoxicité (Parent-Massin, 2004).  
 
In vivo, des anémies, une diminution de la con centration en hémoglobi ne et une chute 
de l’ hématocrite ont été d écrites dans diverses espèces (P arent-Massin, 2004). L’ intoxication 
par de fortes doses pendant des sem aines conduit à une aném ie non régénérative, mais à des 
doses proche s de celles des ali ments conta minés, aucune alt ération des plaquettes ou des 
hématies n’est observée.  
In vitro, la toxine T-2 entraîne la ly se to tale des globules rouges 6 heures après 
l’exposition à une concentration de 200  μg/ml. La proximité des d oses lytiques et non l ytiques 
suggère que la toxine T-2  agirait co mme les an tibiotiques pol yènes qui s’int ercalent dans la 
membrane c ellulaire jusqu’ à produire une ly se cellulaire r apide (Rizzo  et al., 1992). 
L’érythrolyse est influencée par l’ espèce et  apparaît tributaire de la présenc e de  
phosphatidylcholine dans la membrane cellulaire : seuls les an imaux monogastriques (porc, 
cochon d’ inde, lapin, rat, souris, chien et  chev al) possédan t de la phosphatidy lcholine 
membranaire présentent une hémolyse (DeLoach et al., 1987).  
 
Les di minutions du nombre de globules blancs (l eucopénie) apparaissent é galement 
après exposition aux trichothécènes dans beauc oup d’espèces y  compris le porc (Rotter et al., 
1994). In vivo comme in vitro, la toxine T-2 a un effet activate ur à faible dose et un effet  
inhibiteur à forte dose sur l’expansion clonale des lymphocytes B et T (Johannisson et al., 1999; 
Minervini et al., 2005) . L’incubation de  globules bla ncs humains en présence de toxine T- 2, 
provoque également des modifications morphologiques des granuloc ytes (Yarom et al., 1984). 
Dans des modèles m urins, l’exposition à la t oxine T-2 par i njection intraveineuse ou par 
l’alimentation conduit à u ne diminution des cellules de l’immunité notamment celles à division 
rapide comme les lymphocytes circulants (Holladay et al., 1993) mais également les thymocytes 
et splénocytes (Friend et al., 1983; Islam et al., 1998).  
 
Les données recueillies chez le porc sont parcella ires et parfois contradictoires. Chez 
des porcs nourris avec un aliment contaminé par 10 mg de T-2/kg, certains paramètres sanguins 
sont modifiés : le taux de trigly cérides est augmenté et l'urémie diminuée (Harvey et al., 1990). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 8 : Description des mécanismes moléculaires d’action des trichothécènes 
(Pestka et al., 2004) 
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Le nom bre d e globules ro uges, le taux d' hémoglobine et le pou rcentage de ly mphocytes T 
diminuent lorsque l'aliment renferme 2 ou 3 mg/kg de T-2 (Rafai et al., 1995). Il a également été 
observé une leucocytose suivie d’une leucopénie après l'injection intraveineuse de 0,6 mg de T-
2/kg à des porcs (Lorenzana et al., 1985). I nversement, d’ap rès (Harvey  et al., 1990),  la 
consommation d' un alim ent contam iné par 10 mg de T-2/kg ne modifie pas le no mbre de 
leucocytes ni d'érythrocytes, mais provoque une anémie microcytaire hypochrome.  
 
2.3.2. Effets immuno-toxiques 
Historiquement les tric hothécènes ont été c onsidérés c omme de s agents 
immunosuppresseurs. L es toxines fongi ques conduis ent d’ ailleurs à une i mmunité dim inuée 
(Corrier, 1991). Cependant, la dose d’exposition ainsi que la dur ée peut également conduire à 
un effet i mmuno-stimulateur de ces co mposés (Figure 8 ). L’exposition répétée aux 
trichothécènes augmente la sensibilité à de nom breux pathogènes co mme les salmonelles et la 
listera. Une étude a également montré qu’un prétraitement des cellules avec du LPS les r end 
aptes à mieux répondre au déoxynival énol (un trichothécène) (Islam et al., 2006). Ces résultats 
suggèrent qu ’un prem ier signal de da nger (Mat zinger, 200 2) d oit reprogra mmer le sy stème 
immunitaire de l’hôte et le rendre sensible à un second signal. Cette résistance serait notamment 
due à la migration des macrophages dans les tis sus et à l’augmentati on de leur phagoc ytose 
(Bondy et al., 2000). 
 
Le sy stème immunitaire est la  cible principale de la toxine T-2. Les mécanismes 
d’action de ces composés sont connus (Grove, 2007), et leurs effets sur la sous unité ribosomale 
28S aussi, notamment dan s la lignée murine de macrophage RAW264.7 (Li et al., 2008). La 
toxine T-2 est cy totoxique pour les monocytes humains, les monocytes en cours de 
différenciation en macrophages, et les macrophages immatures. La différenciation des 
monocytes en m acrophages est réduite en présence de 10nM de T-2 et se  traduit par une 
inhibition de la phagocy tose, de l’endocy tose, de la production de radicaux ox ygénés et d e la 
sécrétion de  TNFα. Cette même dose de T-2 inhibe la  maturation des cell ules dendritiques 
humaines alors incapables de présenter l’antigène, de co-stimuler les lymphocytes, d’induire la 
prolifération lymphocytaire et de sécr éter les interleukines 10 et  12. Cependant, les cellules 
dendritiques gardent leur capacité de migration et leur pouv oir d’endocytose (Hy mery et al., 
2006b). Cet effet est moins prononcé à 1  nM (Hymery et al., 2 006b; Hymery et al., 20 09). Les 
valeurs des concentrations inhibitrices (CI50) après 24h ou 48h d'exposition ont été fixées à 
38nM et 20nM. La sensib ilité à la toxine est plus im portante pour les monocytes relativement 
aux cellules différenciées. In vitro, la fonctionnalité des macrophages alvéolaires de rat est 
perturbée par la T-2 (10-7 M) et se traduit par une diminution de la phagocytose (Sorenson et al., 
1986). Les effets de la toxine T-2 sont ég alement connus pour rédui re la production  de 
cytokines par les macrophages péritonéaux et  les cellules T des ganglions ly mphatiques 
(Ahmadi et al., 2008) . Dans cette étude, la produ ction d ’IL1β est réduite de manière dose 
dépendante. La productio n d ’autres cytokines comme TNF α et IL12 est augmentée pour des 
doses faibles de 0.001 à 0.1 ng/ml mais réduite pour des doses au delà de 1 ng/ml. 
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2.3.3. Effets des trichothécènes sur les TLRs. 
Les effets des mycotoxines sur les récepteurs  de type TLR ne sont pas connus. En effet 
une seule étude fait mention de trichothécènes et de récepteurs TLRs (Pestka et al., 2006). Dans 
cette étude un modèle de macrophages in vitro (RAW264.7) a été utilisé pour déterm iner si une 
pré-exposition à des ag onistes TLRs modifiait l’expression de cy tokines inflammatoires 
produites lor s de l’exposit ion au déoxynivalénol  (DON). Cette étude montre qu’une première 
exposition aux agonistes TLRs notamment TLR4 augmente l’ expression des ARNm co dant 
pour les cy tokines IL1 β, IL-6 et  TNF α quand les  cellule s sont ensuite sou mises au 
déoxynivalenol. Ces résultats suggèrent que la pré-activation des TLRs est susceptible de rendre 
les macrophages très sensibles à une induction de l'expression des gènes pro-inflammatoires par 
les xénobiotiques. Néan moins, à ma connaissance, aucune étude n’est disponible sur les ef fets 
d’un prétraitement par la toxine T-2 sur la réponse induite par les TLRs.  
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Le noyau fut la première structure cellulair e découverte en 18 02 et a été ensuite étudié  
par Robert Brown en 1831. Son implication dans les phénomènes essentiels de la cellule et son 
rôle dans l’héritabilité l’ont popularisé. L’analyse du noy au est  possible par différentes 
approches. L’ ultrastructure du noy au a d’ abord été décrite par microscopie électronique puis  
dans les ann ées 80, la microscopie à fluorescen ce a per mis l’ exploration des struct ures 
distinguables du noyau.  
Le no yau contient la plus gr ande partie de l’inform ation génétiq ue d’un in dividu. Si  
l’assemblage des s équences géno miques et  la construction des c artes génétiq ues et phy siques 
sont désormais réalisés pour de nom breux organismes, la représen tation linéaire des séquences 
ADN ne fournit qu’une information limitée qui ne prend pas en compte l’organisation « réelle » 
du génom e du no yau. L es techniques de microscopie confocale et l’ analyse d’ image e n 3 
dimensions perm ettent de pre ndre en com pte c ette organisation et d’ analyser le rôle de  
l’architecture nucléaire dans la régulation de l’expression des gènes. En effet, l ’organisation du 
génome s’observe à plusieurs niveaux: l' organisation spatiale et te mporelle des proce ssus 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 9 : Représentation de l’organisation du noyau de cellules de mammifères 
(Lanctôt et al., 2007) 
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nucléaires eux-mêmes (transcription, réplication, réparation), l’organisation de la chromatine en 
domaines, l 'arrangement spatial des chromosomes, des gènes et des autres constituants dan s 
l'espace nucl éaire. Tous ces niveaux sont interdép endants et influent la  régulation des gè nes 
mais le s lois qui régissent cette organisation nucl éaire ne sont pas encore clair ement définie s 
même si de nom breuses études ont  déjà permis de proposer certaines hypot hèses. Ce chapitre 
aborde de manière non exhaustive l’o rganisation nucléaire, en décrivant d’a bord certains 
constituants nucléaires ai nsi que l’organisation du  génome en interphase avant de s ’intéresser 
aux différentes fonctions de ces constituants et à leurs interactions. 
 
3.1. Le noyau et ses principaux constituants 
 
3.1.1. Le noyau 
Le noyau cellulaire n’ est pas s eulement le lieu de stockage de l’ information génétique. 
En plus de l'arrangement complexe de l 'ADN, il existe dans le noyau, différents co mpartiments 
qui présentent des structur es et de s fonctions spécifi ques. Un nom bre i mportant de facteu rs 
cellulaires lisent, copient, et maintiennent le génome organisé en m otifs sophistiqués dans le 
noyau cellula ire (Lam ond et al., 200 3a; Misteli et al., 20 05). Les  com posants requis pour la 
transcription ou sa répression ne présentent pas une localisation hom ogène dans  le 
nucléoplasme (Iborra et al., 1996). Ainsi de nombreux facteurs de transcription, des protéines de 
la chromatine, et les f acteurs de maturation de l'ARN sont com partimentés dans cette structure 
et s'accu mulent dans des domaines nucléaires distincts qui vari ent en taille, m orphologie et 
quantité (Figure 9).  
 
Les compartiments nucléaires présentent des fonctions nucléaires particulières : certains 
présentent une activité s pécifique (comme  la tr anscription), d’autres agiss ent indirecte ment 
comme des régulateurs de la concentration locale de certains composants dans le nucléoplasme. 
Chaque co mpartiment nucléaire p eut être défini moléculairement par de s ense mbles de  
protéines spécifiques. L’intégrité de ces structures est d’ailleurs maintenue par les interactions 
protéines-protéines (Dundr et al., 2010). 
 
Ces infrastructures nucléaires comprennent les nucléoles, les usi nes à trans cription, les 
« speckles ». Tous ces éléments seront détaillés dans les paragraphes suivants. Néanmoins, cette 
liste n’ est pas exhaustiv e. Le noy au co mprend également des « Cajal bodies » qui sont 
impliqués dans la biogénèse des snRNP ( small nucleolar RiboNucleoProteins) (Morris, 2008 ) 
ainsi que des «  PML bodies (ProMyelocytic Leukemia)» qui sont le lieu de stockage de 
multiples protéines interag issant notamment avec les télomères (Lallemand-Breitenbach et  al.,  
2010). Il existe également une matrice nucléaire formant un réseau fibrillaire insoluble constitué 
de protéines dont la lamina nucléaire qui m aintient l’architecture nucléaire et sert de suppor t à 
l’enveloppe nucléaire et à l’ ancrage de la ch romatine localisée en périphérie du noyau. Les 
différents compartiments présentent tous une or ganisation complexe qui est é troitement liée à  
l'architecture nucléaire du génome lui-même.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 10 : Organisation de l'ADN eucaryote dans le noyau (Babu et al., 2008) 
Le prem ier ni veau de régulation com porte des élém ents régulateurs (activateurs ou 
isolateurs) qui sont liés à la structure de l’ADN. Le second niveau de régulation se fait 
par des  modifications po st-traductionnelles des n ucléosomes (méthylation ou  
acétylation d’histones) ai nsi que pa r leur positionnement nucléaire . Enfi n le de rnier 
niveau de régulation se f ait au ni veau de l 'organisation ch romosomique et  de 
l'architecture nucléaire (position des loci et des chromosomes dans le noyau). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 11 : Ultrastucture du nucléole en microscopie électronique à transmission 
(Boisvert et al., 2007) 
Région nu cléaire d 'intérêt q ui co ntient le nucléole m arqué avec du phosphore et d e 
l’azote po ur rév éler resp ectivement, les co mposants des acides nucléiques (A) et les 
composés protéiques (B). 
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Au delà des différents compartiments foncti onnels, le génome lui-m ême est replié en  
plusieurs niv eaux hiérarchiques dans le no yau (W oodcock, 20 06). Ces différents niveaux de 
compaction sont nécessai res pour contenir la to talité de l’ ADN dans l 'espace li mité q ue 
constitue le noyau cellulaire. L’unité fondamentale de cette organisation de la chromatine est l e 
nucléosome : 147 pb d' ADN enroulé autour d' un octamère d'histones. Les nucléosomes 
s’enroulent sur eux-mêmes pour fo rmer des structures plus ou m oins compactes (Happel et al., 
2009) ( Figure 10 ). Les chro mosomes constituent le de rnier niveau de com paction de l a 
chromatine.  
 
La co mpaction de la chromatine est régulée à un niveau m oléculaire par différents 
processus : l’utilisation de variants d’ histones ou la modification des extrémitées N-terminales 
des histones. Les modifications covalentes des histones co mme le s ac étylations ou les 
méthylations constituent des « marques » permetta nt le recrutement de protéines capables de 
modifier la c ompaction de la chrom atine. D’autres facteurs, co mme les ARN n on codants s ont 
également i mpliqués dans la co mpaction de la chromatine. L’ ensemble de c es modifications 
moléculaires ne seront pas détaillées dans ce chapitre. Toutefois, il est important de préciser que 
ces marques épigénétiques régulent l’ accessibilité aux régions du génom e et  contrôlent a insi 
l’expression des gènes (Delcuve et a l., 2009). Ces dom aines de chrom atine plus ou moins 
condensée se répartissent différemment dans le noyau cellulaire. 
 
3.1.2. Les nucléoles 
Les nucléoles sont d’ importants c ompartiments nucléaires  conservés chez le s 
eucaryotes. Ces co mpartiments ne présentent pas de membrane et correspondent au 
regroupement de plusieurs facteurs protéiques et de séquences nucléotidiques. Il s sont entourés 
par les clusters d’ ADN ribosom al ap pelés « Nucleolar Organizing Regions » (NOR) qui  
participent à leur form ation. Cette structure dy namique disparaît en m itose (Boisvert et al., 
2007). La synthèse des ARNr est alors stoppée par la phosphorylation de facteurs nucléolaires 
ce qui produi t le désassemblage du nucléole (Dimario, 200 4). Lors de la mitose subsistent d es 
dérivés nucléolaires (NDF) renfermant nota mment des snoRNP (Dundr et al., 1998). La 
reformation du nucléole autour des séquences r épétées d’ADNr est très rapide a près la mitose. 
Cet a ssemblage rapide du nucléole est  lié à s a structure  sans membrane reposant  sur  
l’association de différents facteurs. 
 
La structure du nucléole se révèle  en microscopie électronique (Figure 11 ) où le plus 
souvent, trois  com partiments sont défi nis. Un centre fibrillaire (FC) est présent au cœur du 
nucléole. Il est entouré pa r un com posant fibrillaire dense (DFC). A la périphé rie se trouve un 
composant granulaire (GC). Le volume nucléolaire de ces trois compartiments est variable selon 
les espèces et  ces compartiments ne son t pas retrouvés dans tous les organismes. La levure S. 
cerevisiae ne présente qu’un centre fibrillaire et un composant granulaire (Thiry et al., 2005). 
Dans les ly mphocytes humains produi sant peu de  ribosomes, un unique petit nucléole appelé « 
nucléole en anneau »  qui contient juste un FC  est observé (Raska et al., 1983). Des étu des 
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utilisant des polymères glucidiques m ontrent que des macromolécules ont une diffusion libre 
dans le nucléole (Handwerger et al., 2 005), ce q ui souligne la nature non ex clusive de cette 
structure.  
 
La composition de ce compartiment nucléaire a été explorée par plusieurs approches. Sa 
composition protéique dif fère de celle du nuclé oplasme (Andersen et al., 2 005). Certaines 
protéines sont spécifiques du nucl éole comme la nucléoline et la fibrillarine chez les eucary otes 
supérieurs ou encore des protéines nucléolaires « NucleOlar Proteins » (NOP)  décrites chez  S. 
cerevisiae. La présence de ces protéines dans tout le noyau suggère une accumulation dans cette 
structure plutôt qu’un adressag e. L’ analyse par s pectrométrie de mass e a  révélé que les  
fonctions de ces différ entes protéines n ucléolaires ne sont pas uniquement liée s à l a biogenèse 
des ribosomes. Les fonctions du nucléole sont tr ès conservées, puisqu’une part importante des 
protéines nucléolaires hu maines (90%) ont un hom ologue chez S. Cerevisiae (Andersen et al., 
2005).  
 
La fonction principale du nucléole est la sy nthèse des ribosomes. Le s différent s 
compartiments ont to us un lien avec la productio n et  la maturation des riboso mes (Bártová et 
al., 2010). L’intégrité du nucléole est d’ailleurs maintenue grâce à la transcription de l’ ADNr. 
Trois évènements principaux s’y  dér oulent : la  transcription des pré-AR Nr dans le centre 
fibrillaire, leur maturation post-transcriptionnelle dans le co mpartiment fibrillaire dense, et 
l’assemblage des ribosomes dans le c ompartiment granulaire. Ces processus  sont hautement 
régulés car la production de ri bosomes permet la viabilité et la croissance cellulaire  
(Lempiäinen et al., 2009) . La transcription des ADNr est réalisée par l’ARN Pol ymérase I.  
Néanmoins, le re mplacement des prom oteurs de  l’ ARN Polyméra se I par  ceux de l’ARN  
Polymérase II, induit la formation d’u n nuclé ole com pact (Oakes et al., 1998) indiquant que 
l’ARN Polymérase I n’est pas exclusive pour la biogenèse des ribosomes.  
 
Le nucléole est également impliqué dans d’autres fonctions cellula ires (Pederson et al.,  
2009). La classification des protéines nucléolaires montre que seules 30% d’entre elles sont l iés 
à la sy nthèse des ribosomes. Par mi les foncti ons tr ouvées pour ces protéines, on retrouve  la 
biosynthèse des RNP ( RiboNucleolar Protein), des protéines régulatrice s du cy cle, d e 
l’apoptose et de la réplication de l’ADN. Le nucléole aurait donc un rôle supplémentaire lié à la 
progression dans le cycle cellulaire et à la réponse au stress (Boulon et al., 2010). 
 
3.1.3. Les usines à transcription  
Le paradigme de l’or ganisation spatiale de la transcription des ARN est le nucléole où  
l’ARN Polyméra se I et s es cibles (A DNr) sont c oncentrées. M ais la majorité des gènes des 
eucaryotes s ont transcrits par l’ ARN Poly mérase II. Or, il apparaît  que l’activité 
trancriptionnelle de cette poly mérase est égal ement localisé e d ans des  domaines spé cifiques 
dénommés « usines à transcription » (Sutherland et al., 2009).  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 12 : Image représentant les usines à transcription dans le noyau (Osborne 
et al., 2004)  
Immuno-FISH de l 'ARN en  t ranscription (en r ouge) a vec u ne c oloration des foci 
RNAP II (vert) dans des cellules érythroïdes humaines. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 13 : Image de microscopie à fluorescence des domaines SC35 dans le noyau 
(Lamond et Spector, 2003b)  
Marquage des facteurs d’épissages par l’anticorps Y12 (vert) ciblant les particules 
ribonucléoprotéiques. Les particules marquées par les flèches blanches correspondent 
aux corps de Cajal.  
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Ces compartiments sont des structures b eaucoup plus petites qu e les nucléoles. La 
distribution de ces compartiments e st hé térogène dans le n oyau cellulaire ( Figure 12 ). 
L’analyse en microscopie électronique a per mis de déterm iner qu’ils contiennent des ARN m 
naissants et ont un diamètre qui vari e entre 50 e t 80 nm  (Pom bo et al., 1999). L ’ARN 
Polymérase I I se regroupe  notamment dans ces co mpartiments. Cependant, en dehors de cette 
polymérase, on ne sait pas quels élé ments sont  présents dans ces usines, ou quels sont les  
éléments nécessaires à leur formation et à leur ultrastructure.  
 
Comme pour le nucléole, ces structures existe nt de par la transcri ption des gènes. Ces 
usines sont d es regroupements de facteurs prot éiques dédiés à la transcription (Ib orra et al., 
1996). Des études postulent qu’il existerait une spécialisation de ces usines à transcription selon 
le type de p olymérase impliquée (Pombo et al ., 1999) ou encore le statut d’activation de RNA 
Polymérase I I (Ferrai et a l., 2010). Le nombre d 'usines à transcri ption observé par noy au e st 
moins clair - les estimations variant de quelques centaines à plu sieurs milliers (Iborra et  al., 
1998; Jackson et al., 1998). Ces différences son t expliquées par la natu re et l’ état de 
différenciation des ty pes cellulaires obs ervés. Par  exemple, le  nombre d 'usines dans des ti ssus 
de souris ad ultes a été e stimé à quel ques cen taines, alors que plus de 150 0 usines ont été 
décrites dans des fibroblastes embryonnaires de souris (Osborne et al., 2004).  
 
3.1.4. Les complexes d’épissage (Speckles) 
Comme le s usines à  tran scription, les  machineries d’ épissage s ont com partimentées 
dans les noyaux des cell ules eucary otes. La locali sation des f acteurs d’ épissage peut être 
observée par microscopie à fluorescence ces domaines étant sensiblement plus grands que le s 
usines à tran scription ( Figure 13 ). Par cette approche, les fa cteurs d’ épissage présentent une 
localisation ponctuée dans le no yau appelée «  speckle pattern » (littéralement : motifs 
mouchetés). Ces domaines, également appelés domaines SC35 (Phair et al., 20 00), forment des 
groupements de granules interc hromatiniens observables en microscopie électronique. Les 
chaines de granules interchromatiniens ont une taille comprise entre un et plusieurs micromètres 
de diamètre, et sont com posées de granules de 20 à 25 nm qui sont m aintenus en place par une 
fine fibrille, donnant ainsi l’apparence d’une chaine perlée.  
Un noyau en interphase contient entre 15 et  30 complexes d’épissage dont la taille et l a 
structure peuvent varier ( 0,5µm – 2µ m) notamment selon le  t ype cellulaire et son état  de 
différenciation. Les granules interchromatiniens qui constituent les speckles, se situent dans des 
régions du nucléoplasme qui ne contiennent que  peu ou pas d’ADN. Inversement aux nucléoles 
ou aux usines à tr anscription, ces co mplexes ne se forment pas autour de loci spécifiques. Les 
gènes actifs sont préférentielle ment localisé s à la périphérie de ces structur es plutôt qu’à  
l’intérieur. Cependant, bie n qu’ils ne contiennent ap paremment que peu, v oir pas de gènes, les 
speckles sont souvent observés près des sites de transcription ha utement actifs. Ceci suppose 
donc qu’ ils doivent avoir un rapport fonctionnel avec l’ expression des gènes ( Shopland et al., 
2003). Quelques gènes ont  déjà ét é localisés préf érentiellement près des speckles (Smith et al., 
1999; Johnson et al., 2000).  
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Au niveau du fonctionne ment, l’ épissage d es AR N après leur  synthèse, nécessit e un 
nombre important de facteurs co mme les snRNPs ( small nuclear ribonucleoprotein particles), 
les sous unit és du spliceo some et des facteurs d’ épissage non snRNP. Tous ces f acteurs sont 
retrouvés dans les « speckles » (Huang et al., 1996).  Ces structures sont dy namiques dans le 
noyau et augmentent en taille lors de l’i nhibition de la transcription. Ce phénomène suggère u n 
stockage des protéines liées à la machinerie de transcription dans ces compartiments (Melcák et 
al., 2000). C es co mpartiments contiennent égalemen t des kinases et des phosphatases, ce qui 
suppose qu’ ils régulent l’ accession aux différents fa cteurs i mpliqués dans les machineries de 
transcription et l’épissage.  
 
3.1.5. L’enveloppe nucléaire 
L’enveloppe nucléaire est une structure propre aux eucaryotes qui entretient des 
interactions directes avec la chromatine. Cette barrière sélective au tour du génome agit comme 
un organisateur de l’ ADN. Elle se compose d’ une membrane externe (ONM : Outer Nuclear 
Membrane) et d’une m embrane interne (INM : Inner Nuclear Membrane) accolée à la la mina 
nucléaire. La  com partimentation de l’ADN a per mis aux eucary otes de réguler certai ns 
processus cellulaires, comme les phénomènes de tr anscription et de traduction. Ce  potentiel de 
régulation, nécessite un remaniement majeur lors de la division cellulaire. La mise en place d’un 
fuseau mitotique nécessite en effet que les microtubules puissent accéder aux éléments du noyau 
et ne se fait donc que par la destruction de cette structure. La constitution de l’envel oppe 
nucléaire intègre un gran d nom bre de protéines parmi celles-ci on retrouve : les lam ines, les 
protéines de la membrane interne, les protéines de la chromatine périphérique telle que l ’emerin 
et les protéi nes des complexes de pores nuclé aires. Ce s co mplexes son t localisés  dans  
l’enveloppe nucléaire qui est habituellement associée à la chromatine condensée 
(hétérochromatine). Des analy ses en m icroscopie électronique ont m is en  évidence que 
l’hétérochromatine est observée près d e l’enveloppe nucléaire mais généralement pas au niv eau 
des complexes de pores  nucléaires (Akhtar et al., 2007). Ces complexes sont de s passerelles à 
travers lesqu elles les macromolécules sont sélecti vement i mportées ou exportées vers le 
cytoplasme (Sexton et al., 2007; Fed orova et al., 2008).  Ces co mplexes sont de grands 
assemblages de plus de 400 pr otéines individuelles appelées nucléoporines (Brohawn et al., 
2009). Les n ucléoporines et la structure des co mplexes de po res nucléaires sont fortement 
conservées chez les eucaryotes. 
 
Les lam ines de l’en veloppe nucléaire jouent un rôl e majeur dans le contrôl e de la 
structure de la chromatine et de l’architecture nucléaire (Misteli and Scaffidi, 2005). Ce sont des 
protéines de la famille des filaments intermédiaires qui forment un tamis à mailles carrées sous 
la membrane nucléaire agissant comme un échafaudage de l’enveloppe nucléaire. Des mutations 
dans la séquence de ces lamines (laminopathies)  conduisent à d’ importants troubles suggérant  
des problèmes liés à l’ expression des gènes (Bakay  et al., 2006) ou dans les évènem ents de 
réparation de l’ADN. Par exemple, les conditions de vieillissement prématuré observées dans le 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 14 : Positionnement des chromosomes dans un noyau de fibroblaste 
humain (Bolzer et al., 2005) 
A. Représentation en fausses couleurs de t ous les territoires chromosomiques visibles 
dans u ne sect ion m édiane d u n oyau. Le s num éros d es d ifférents ch romosomes sont  
indiqués. B . R econstruction en 3D de  l 'arrangement des  territoires c hromosomiques 
dans le noyau sous différents angles 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 15 : Représentation de la répartition des TC 18 et 19 dans des noyaux de 
cellules humaines et de grands singes (Tanabe et al., 2002)  
TC reconstruits en 3 dimensions dans le noyau. 
(a) Positionnement en trois dimensions de HSA18 (rouge) et de HSA19 (vert) dans un 
noyau d e lymp hocyte hu main (ex térieur bleu, i ntérieur g ris). (b-d ) Po sitionnement 
tridimensionnel des TC  h omologues à  HSA18 et  HSA19 da ns d es n oyaux de 
lymphocytes de g rands si nges. HSA18 et ses h omologues so nt t oujours si tués à  
proximité de l’enveloppe nucléaire. 
 
Chapitre Bibliographique – Organisation et fonctionnement du génome dans le noyau cellulaire 
 
 
 
Romain solinhac  30 
Thèse en génétique / 2011 
Institut national de la recherche agronomique  Toulouse 
syndrome de Hutchinson-Gilford progeria sont liées à une mutation dans un gène codant pour la 
lamine A. Dans cette forme de laminopathie, le re crutement de certains facteurs dans des foyers 
de réparation de l'ADN est retardé (Liu et al., 2005). L'échafaudage intranucléaire formé par les 
lamines qui facilite la transcription et la réplication est dans ce cas altéré. Une autre 
laminopathie affectant la lam ine A conduit  au s yndrome de dy strophie m usculaire Emery -
Dreifuss (Méjat et al., 2009). Dans ce cas, des c onstituants de la membrane nucléaire SUN2 et  
Nesprin-1 ne sont pas positionnés correctement dans la membrane nucléaire. 
 
3.2. L’organisation spatiale du génome dans le noyau  
 
3.2.1. Les territoires chromosomiques  
Il est maintenant acquis que les chromosomes occupent des espaces en trois dimensions 
(3D) bien définis dans le n oyau (Figure 14) (Cremer et al., 2001; Parada et al., 2002; Bolzer et 
al., 2005). Ces territoires chrom osomiques (TC) ne contiennent qu’un chromosome particulier. 
Il est comm unément a dmis qu’ ils sont séparés les uns des autres par des e spaces 
interchromatiniens (IC), contenant de n ombreux complexes macromoléculaires participant aux 
différents mécanismes liés  à l’ ADN : transcription et épissage mais égal ement réplication, 
réparation. 
 
L’organisation de ces  terri toires chromosomiques est encore inco mplètement comprise 
de même que leurs interactions. L’observation de chromosomes homologues chez trois espèces : 
l’homme, un singe (Lagothrix lagothricha) et le singe écureuil (Saimiri sciureus) montre que le 
positionnement des TC est relativem ent conservé au cours de l’é volution (Mora et al., 2006). 
Différents paramètres sont liés à une telle conservation. L a taille a une influence directe sur le 
positionnement des chromosomes.  Les petits chromosomes ont une position pl us centrale q ue 
les grands chrom osomes qui se local isent plutôt en périphérie (Crem er and Crem er, 2001; 
Parada and Misteli, 2002; Bolzer et al., 2005).  Néanmoins, la taille n’est pa s le seul facteur 
associé au positionnement des TC (Cremer and Cr emer, 2010 ; Bolzer et al.,  2005). D’ autres 
facteurs sont déter minants co mme le contenu en  gènes. En eff et, les chro mosomes de tail le 
semblable se positionnent différemment selon leur richesse en gènes. Un exemple est donné par 
les chromosomes 18 et 19 humains qui présentent une taille équivalente. Le chromosome 18, le 
plus pauvre en gènes est en périphérie nucléaire , al ors que le chrom osome 1 9, plus riche  en 
gènes, est central (Croft e t al., 1999) . De manière intéressante, l e positionnement relatif de ces 
deux chrom osomes est ég alement conservé au c ours de l’évol ution (Tanabe et al., 200 2). Ce 
schéma de distribution radiale a  été maintenu sur une période d'au moins 30 millions d'années, 
quels que soient les réarrangements chromosomiques qui se sont produits au cours de l'évolution 
des primates supérieurs (Figure 15). Cependant la densité en gènes doit être également corrélée 
avec leur état d ’activation comme le suggère l' observation des ch romosomes X actif et inactif. 
Dans ce cas,  le chrom osome actif se positionn e plutôt à l’ intérieur de l’ espace nucléair e 
contrairement au chromosome inactif plutôt périphérique (Chow et al., 2010).  
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Enfin, les chrom osomes présentent une or ganisation différentielle selon les ty pes 
cellulaires. Les arrangements entre les TC sont différents en tre fibroblastes et lymphocytes. Il  
apparaît que les types cellulaires qui ont des processus de différenciation commun (lymphocytes 
et myeloblastes) présentent une organisation spatia le 3D plus proche que  des t ypes cellulaires 
différents comme les fibroblastes (Kim et al ., 2004). L ’organisation des chrom osomes est 
également va riable selon l es st ades du cycle cellu laire. Par exemple, dans les fibroblastes e n 
cours de prol ifération, le chrom osome 18 se locali se plus près de la périphé rie nucléaire en  
phase S qu’en phase G0 (Bolzer et al., 2005).  
  
Cette organisation nucléaire des TC n’est pas limitée aux cellules humaines et primates. 
Dans les noy aux des cellules avia ires, ce phénomène est  égale ment observé. Les 
microchromosomes du poulet ( Gallus gallus domesticus) qui présentent une densité en gèn es 
plus im portante que les macrochromosomes s ont préférentiellement trouvés à l’intérieur du 
noyau, les macrochro mosomes étant plutôt en pé riphérie. Cette corrélation dans l’arrangement 
des chro mosomes suggère une conservation évol utive m ajeure avant m ême la séparation des 
branches évolutives entre les mammifères et les oiseaux (Habermann et al., 2001).  
 
L’organisation des TC est également étroitement associée à une organisation supérieure 
de la chromatine qui suit elle aussi des règles déterminées. Une telle organisation est notamment 
observée par le positionn ement des domaines pau vres en gènes à proxim ité de l’envelo ppe 
nucléaire dans tous les types cellulaires étudiés. Chez l’ homme, les données d’ expression d e 
gènes fournies par les études SAGE ( Serial Analysis of Gene Expression), ont révélé que le 
génome est constitué de nom breux domaines à forte ou faible expression génique (Caron et  al., 
2001). Les d omaines fortement exprimés (Appelés « Ridges » pour «  region of increased gene 
expression ») sont denses en gènes, riches en GC , et riches en répétition SIN E. Les domai nes 
faiblement exprim és (appelés «  anti-ridges ») présentent des  caracté ristiques opposées  
(Versteeg et al., 2003 ; Goetze et al., 2007). Ces domaines sont également d écrits d ans le 
génome de la souris et sont jugés relativement conservés par rapport au génome humain (Singer 
et al., 2005). Les « ridges » ont été trouvés enrichis en fibres de chromatine ouverte (Gilbert et 
al., 200 4) ainsi qu ’en pr omoteurs actifs (Kim  et al., 2005). Néan moins, on ne sait pas  si 
l'expression différentielle  des gènes entre ces domaines e st due à la régulation des gè nes 
individuels, ou si des mécanismes à l'échelle des domaines exercent un effet supplémentaire. 
 
3.2.2. Les modèles d’organisation des territoires chromosomiques  
 
Le modèle « Territoires Chromosomiques – Domaines Inter Chromatinien » (TC-
ICD) (Zirbel et al., 1993) 
Depuis la d écouverte des territoires chromosomiques, plusieurs modèles ont été 
développés pour comprendre la répartition sing ulière de la chromatine dans ce s structures. Les 
séquences n on codantes sont préférentiellem ent retrouvées à l’ intérieur des territoires 
chromosomiques et s’y distribuent uniformément (Verschure et al., 1999). La périphérie des TC 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 16 : Différents modèles de l'architecture nucléaire (Cremer et Cremer, 
2010) 
(A) Modèle territoire chromosomiques/domaines interchromatiniens (TC-IC). (B) Vue 
hypothétique de l 'architecture f onctionnelle d u noyau s elon l e m odèle TC -IC. Les  
domaines chromatin iens son t co nsidérés comme les p rincipaux con stituants d 'un TC. 
Les domaines interchromatiniens (IC D) sont  des do maines sans AD N où se 
positionnent les différentes usines à transcription (vert) et d’épissage (jaune). (C) Selon 
le modèle lattice, les ICD son t les co mpartiments dans lesquels la fibre d e chromatine 
est sous l a fo rme de fi bres de 3 0 nm. (D) Sel on l e modèle des résea ux 
interchromatiniens (ICN) (Branco et Pombo, 2006), on observe un mélange des fibres 
chromatiniennes du m ême TC  ai nsi qu e des TC  av oisinants. Les  poi nts bleus 
représentent l es si tes de c ontacts i ntra-chromosomique et  i nter-chromosomique. (E ) 
Modèle proposé p ar Fraser et Bick more (2 007) pour illu strer la co -localisation d es 
gènes dans  le noyau pour l'expression ou la co-régulation. Les usi nes à transcription 
(rose fo ncé) peu vent recruter des gènes  en cis - et trans- situés s ur boucles de 
chromatine décondensée qui s'étendent à l'extérieur des territoires chromosomiques. Le 
cercle bleu illustre une interaction de co-régulation en trans-, qui peut se produire entre 
éléments de régulation. 
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présente des gènes actif s ou inactifs (Kurz et al., 1 996). De plus, un marquage des territo ires 
chromosomiques et des us ines d’ épissage a montré que les transcrits sont préférentielle ment 
produits à l ’extérieur des TC et se positionnent dans un com partiment différent (Zirbel et al., 
1993). A part ir de là, le po stulat de dom aine interchromatinien (ICD) a permis de pro poser un 
modèle où la transcription des gènes ne s’ effectue qu’à la périp hérie des TC, là où les gè nes 
sont accessibles (Figure 16A, B). Ce modèle est observé dans le cas particulier du chromosome 
X. L’inactivation du X surnuméraire chez les femelles passe par un arrêt de l a transcription des 
gènes dus à leur mobilisation dans un domaine contenant des ARN Xist entraînant la répression. 
Les gènes a ctifs présents à la périphérie se reloc alisent lors de cette inactivati on au centre du 
territoire chromosomique du chromosome X (Chaumeil et al., 2006). 
 
Cependant, certains auteurs ont observé la présence de gènes expri més à l’ intérieur des 
TC (Mahy et al., 2002). De la même manière la diffusion des facteurs protéiques n’ est pas 
exclusive des dom aines in terchromatiniens. Un  ajustem ent a donc été apporté à ce prem ier 
modèle TC-IC par la prise en co mpte d’un prem ier niveau d’or ganisation de la chro matine. 
Deux types d’organisations sont proposés (Figure 17) : 
Soit l ’organisation se fait en dom aines d’envir on 1Mb au sein  des TC ( Multi-Loop) 
(Cremer and Cremer, 2001 ). Ces domaines de 1Mb sont construits comme des rosettes formant 
des boucles d e 100kb. Au sein de ces rosettes, les gènes actifs sont sur les boucles externes en 
contact avec les ICD alors que les gènes inactifs seraient plutôt à l’intérieur.  
Soit l ’organisation se fait en boucles de 3-5Mb ( Random Walk/Giant Loop) (Sachs et 
al., 1995) dont les ancrag es se font aléatoirement  sur la chromatine. Ce modèle est proposé 
notamment pour les boucl es formées hors des territoires chro mosomiques qui seront évoqu ées 
plus loin.  
Ces deux organisations de la chromatine ne s ont pas exclusives et peuvent coexister au  
sein d’un même chromosome. Par une étude ultra structurale, Visser et ses collaborateurs (2000) 
ont m ontré que ces domaines de chromatine sont presque tous séparé s par des dom aines 
interchromatiniens, seules  quelques rares inter actions sont observées. Aucun entre mêlement 
entre les TC n’a été observé. Mais les limites techniques ne permettent pas d’exclure l’existence 
d’interactions plus fortes entre dom aines chro matiniens. Le modèle TC-IC présente toutefois  
des limites. Aucune expérience n’a mis en évidence un des deux modèles de sous-domaines et 
ce modèle ne prend pas en compte les interactions entre chromosomes.  
 
Le modèle Lattice (Dehghani et al., 2005) 
Des t echniques plus ré solutives telles que l'i magerie par spe ctroscopie élect ronique 
(ESI) ont mené certains auteurs à développer un autre modèle pour expliquer l’organisation des 
TC et des ICD (Dehghani et al., 2005). Ce modèle en réseau contredisant le modèle TC-IC a été 
proposé ( Figure 16C ). Les domaines  interchrom atiniens ne for meraient pas un réseau de 
canaux libres dans le noy au m ais constitueraient pl utôt un maillage dense de fibres 
chromatiniennes de 10 nm à 30 n m. Cette conformation permettrait la diffusion libre  des 
macromolécules dans tout le noyau comme observé expérimentalement (Verschure et al., 2003). 
Ce modèle propose égale ment que les  fibres de di fférents chro mosomes soi ent capables  de 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 17 : Visualisation de l’organisation du chromosome 15 humain (Knock et 
al., 1998) par simulations avec le modèle Random-Walk/Giant-Loop et le modèle 
Multi-Loop. 
Les boucles conséc utives ou les rosettes sont  représentées respectivement en rouge et  
en vert. Les l iens sont en bleu. A gauche : le modèle Random-Walk/Giant-Loop avec 
une taille d e boucles de 5  Mb. Les grandes bou cles s'en tremêlent li brement san s 
caractéristique distincte. A dro ite: le m odèle Multi-Loop, avec une taille d e boucle de 
126 kbp. Les ro settes formen t d es sou s-compartiments sép arés co mme d es en tités 
organisationnelles et dynamiques. 
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s’entremêler dans une cer taine mesure à la bordure des TC. Dans ce modèle, les fibres  de 
chromatine forment donc un réseau co ntinu à trav ers le nucléoplasme entier. Une combinaison 
ESI/immunomarquage révèle que l ’ARN Poly mérase II se trouve à la surf ace de ces fibres 
chromatiniennes dans la t otalité du noy au, à l' exception des nucléoles et d e l'hétérochromatine. 
Dans ce modèle, la conformation «  libre » de la chromatine en fibre de 3 0 nm  apparaît 
suffisante pour réguler l'activité des gènes.  
 
Le modèle « Réseau Inter Chromosomique » (ICN) (Branco et al., 2006) 
Le modèle : ICN ( Intrachromosomal Network) prend en com pte les interactions intra- 
ou même inter-chromosomiques (Figure 16D). En effet plusieurs interactions de ce ty pe ont été 
décrites (Spilianakis et al., 2005) et a pparaissent liées à une régulation supplém entaire de 
l’organisation chro mosomique. Des associations intrachromosomiques à longue distance so nt 
observées po ur la régulat ion de certains gènes ( Bulger et al., 1999). De plus, certai nes 
expériences utilisant l’hybridation in situ ont m is en évidence certains mélanges i mportants 
entre territoires chromosomiques (Branco and Po mbo, 2006). Ces auteurs ont m ontré qu’il n’y 
avait pas de différence en ter me de densité d’ADN dans les régions d’interactions et les régions  
intrachromosomiques (Branco and Po mbo, 2006) suggérant qu ’il n ’existe p as de différence 
entre la péri phérie et l’ intérieur des T C co mme da ns le modèle Lattice. Certaines structur es 
stabilisent ces associations entre chromosomes. En se basant sur ce modèle, (Fraser et al., 2007) 
proposent que les interactions entre l es chro mosomes per mettent une association pour  la 
transcription des gènes. Des boucles d e chromatin e em ergeraient des TC po ur perm ettre la 
colocalisation des gènes dans les usine s à transcripti on (Figure 16E). Comme dans le modèle 
ICN, le s él éments r égulateurs en trans  serai ent mis en contact avec les  gènes  qu’ ils régule nt 
dans le même TC ou dans le TC voisin. Cha que programme de transcription conduirait alor s à 
un arrangement spécifique entre chromosomes.  
 
Les modèles présentés s ont loin d'être excl usifs et décrivent différents as pects d e 
l'organisation des chromosomes. La n otion de proximité basée sur l' organisation linéaire du 
génome e st contestée, ca r un nom bre croissant d' interactions distantes sont révélées. Le s 
chromosomes occupent des territoires différents observables en  microscopie, cependant les  
fibres chro matiniennes qui les co mposent pourraie nt interagir pour réguler l’ expression ou la 
répression des gènes via des complexes particuliers.  
 
3.2.3. L’organisation des centromères et des télomères 
Les do maines non codants des chro mosomes présentent eux aussi une organisation  
particulière. Les séquences péricentro mériques sont constituées de séquences d’ADN répétées 
riches en A+T, qui favorisent la compaction de l’ADN et la fixation des protéines (Fitzgerald et 
al., 1994). C es séquences co mportent des élém ents d’ADN transposabl es et des séquence s 
satellites. A l ’interphase, les centro mères s’ associent en chrom ocentres. Ce phénomène a été 
observé dans des cellules de différents mammifères : rongeurs, porc (Alcobia et al., 2000; 
Mayer et al.,  2005; Yerle-Bouissou et al., 2009). Les regroupements des centromères existent 
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pour tous les ty pes de chrom osomes (acrocentriq ues, métacentrique, submétacentriques) 
(Alcobia et al., 2000).  
 
La for mation de chrom ocentres est dé pendante du cy cle cellulaire. En effe t, une  
dynamique d’association existe pour ces structures durant la progression dans le cycle cellulaire. 
Une large fr action des cen tromères est au centre du noyau en début de phase G 1. En début  de 
phase S, les centromères migrent vers la périphérie où ils forment des chromocentres (Solovei et 
al., 2004). Des différ ences sont également obser vées entre ty pes cellulaires. Les cellules à 
noyaux plats (fibroblastes) présentent un regroupe ment des centromères différent des cellules à 
noyaux ronds (lymphocytes, cellules ly mphoblastoïdes) (Alcobia et al., 2000; Weierich et al., 
2003). Les contraintes de volume nucléaire expliqueraient ces différences. Le regroupement des 
centromères est i mportant en particulie r dans des cellules totale ment différenciées co mme l es 
monocytes (Solovei et al., 2004). 
 
Le positionne ment de  ce s structures  est pl utôt périphérique dans  le noy au où elles 
génèrent de grands compartiments hétérochromatiques très stables. La protéine Ikaros, qui se lie 
à la fois au prom oteur des gènes ina ctivés et  à l ’ADN satelli te centro mérique contrôle l a 
relocalisation de certains gènes au niveau de l’hétérochromatine centro mérique (Cobb et al., 
2000). 
 
Les télomères s’associent également en  clus ter (Weierich et al., 2003). Les séquences 
télomériques sont localisées aux e xtrémités des chrom osomes euc aryotes. Chez  les 
mammifères, l’extremité des chromosomes est constituée par une séquence répétée en tam dem 
riche en guanine (TTAGGG) n. Ces séquences sont longues d' environ 10-15 kb chez l'homme à 
20-60 kb chez la souris (Jain et al., 201 0). Les interactions entre les télo mères du bras court (p)  
et du bras long (q) sont préférentielles pour un même chromosome (Daniel et al., 2004). Comme 
pour les cent romères, les associations des télomères sont dépendantes du cy cle cellulaire. Les 
regroupements sont ainsi plus fré quents dans des cellules qui ne prolifèrent pas, co mme les 
fibroblastes quiescents co mparés aux c ellules HeLa (Nagele et al ., 2001).  Il a égale ment été  
observé des différences entre espèces. Les télomères des chromosomes se regroupent davantage 
dans les ly mphocytes humains que dans les ly mphocytes murins et leur position est égalemen t 
plus interne chez l’ homme co mparé à  la souris (Weierich et al., 2003). Chez la levure, ce s 
structures hétérochromatiniennes sont maintenues répressives par les concentrations élevée s en 
protéines répresseurs Sir3 et Sir4 (pour Silent Information Regulator) (Andrulis et al., 1998). La 
protéine HP1, déjà évoquée, est égal ement associée aux régions hétérochromatiques dans  
lesquelles se localisent l es télo mères. Il appara ît q ue cette protéine contrôle la protectio n, 
l’élongation et la répression des télomères (Perrini et al., 2004). 
 
3.2.4. La répartition de l’hétérochromatine et de l’euchromatine 
Dans un noy au en interphase, la chroma tine prés ente deux for mes de co mpaction 
différentes observables e n m icroscopie électronique à trans mission : l’ hétérochromatine et 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 18 : Noyau de cellule stomacale de rat (Microscopie Electronique) 
(modifiée de Fedorova et Zink, 2008) 
A. L’hétérochromatine dense aux électrons apparaît plus sombre que l ’euchromatine. 
Au centre du noyau le nucléole est dense aux électrons.  
B. L’h étérochromatine con stitutive (b leu foncé) se lo calise au tour du  nucléole ainsi  
qu’à la péri phérie nucléaire. L’hétérochro matine facult ative (Bleu) présente une 
distribution plus hétérogène dans le noyau.  
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l’euchromatine ( Figure 18 ). Ces deux types de chr omatine for ment des do maines s éparés et  
distincts mais présentent également des caractéristiques et des fonctions particulières ( Dillon et 
al., 2002; Fedorova and Zink, 2008). L’ hétérochromatine e st plus condensée près  de  
l’enveloppe nucléaire et autour du nuclé ole. Inversement l’euchromatine se positionne dans le 
reste du no yau. Bien qu ’il existe des variations, cette organisation est  global ement retrou vée 
partout, des organismes unicellulaires aux multicellulaires (Postberg et al., 2005).  
 
L’euchromatine correspond à la fraction de la  chromatine qui est facilement accessible 
pour la m achinerie de transcription; elle est définie co mme la partie de la chro matine 
transcriptionnellement com pétente ou active ment transcrite. L’euchromatine se répli que 
précocement au cours de la phase S du cy cle cellulaire. A u niveau m oléculaire, ell e se 
caractérise par une hy per-acétylation des résidus lysines des  histones H3 et H4 et par  une tr i-
méthylation de la ly sine 4 de l’histone H3  (Kouzarides, 2007).  Les régions qui constituent  
l’euchromatine sont riche s en gènes forte ment exprimés et actif s, et les séquences d’ ADN sont 
très peu méthylées. 
 
A l’ opposé, l ’hétérochromatine correspond à la  chromatine condensée, et ce, tout au 
long du c ycle cellulaire. Cette compaction la re nd difficilement accessible à la machinerie de 
transcription. Toutefois, elle n’est, en moyenne, que 1,4 fois plus condensée que l’euchromatine 
(Sadoni et al., 200 1). Cette faible différence conduit certains auteurs à envisager d’autr es 
niveaux de régulation qu e la seule compaction (Fedorova and Zink, 20 08). Généralement 
inactives d’un point de vue transcriptionnel, ces régions se répliquent tardive ment en phase S.  
Elles sont pauvres en gèn es codant pour des protéines (Richard s et al., 2002). Par ailleu rs, 
l’implication d ’ARN non codant  dans l’étab lissement et le m aintien des structures 
hétérochromatiniennes a été suggéré (Maison et al., 2002; Kanellopoulo u et al., 2005). 
L’hétérochromatine se présente sous deux formes : l’ hétérochromatine constitutive  et  
l’hétérochromatine facultativ e (Grewal et al., 2007).  L’ hétérochromatine constitutive 
correspond à environ 10% de la chromatine. Elle est associée aux régions péricentromériques et 
télomériques et se localise  à la périphé rie du noy au et du nucléole ( Figure 18B ). Elle re ste 
condensée tout au long du cycle cellulaire (Maison et al., 2004). Elle est également enrichie en « 
marques épigénétiques » qui doivent être stable ment transmises au cours des générations : les 
histones sont spécifique ment méthy lées sur la ly sine 9 de l’ histone H3 et la ly sine 20 de 
l’histone H4 et on observe un enrichissem ent en protéines HP1 ( Heterochromatin Protein 1). 
Très stable, l’ hétérochromatine constitutive ga rde ses propriétés durant tous les stades du 
développement dans to us les tissus. L’hétéroch romatine facultative, peut v arier d’un  t ype 
cellulaire à un autre et contient des gè nes qui présentent une expression différentielle au cours  
du temps (Grewal and Jia, 2007). Elle est importante au cours de la différenciation cellulaire car 
elle permet la perte de totipotence et l’acquis ition de fonctions spécialisées pour les cellules en  
voie de différenciation (S urani et al.,  2007). Le ch romosome X des m ammifères en est un  
exemple caractéristique : c hez les individus fe melles, un des chrom osomes X est inactivé à un 
stade précoce du dévelop pement, avant l’im plantation de l ’embryon et dem eure sous forme 
d’hétérochromatine facultative (Chow and Heard, 2010).  
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3.3. Rôle de l’architecture nucléaire dans la régulation de 
l’expression des gènes 
 
3.3.1. Le rôle de l’hétérochromatine dans le « silencing » des gènes 
La chromatine et son degré de co mpaction constitue le premier niveau de régulation de 
l’activité transcriptionnelle. La première preuve a été apportée par la découverte du phénomène 
d’extinction par effet de position (PE V) chez la drosophile. Par ce phénomène, suite à des 
insertions/translocations chrom osomiques, des gènes de l’euchromatine se retrouvent pla cés 
dans ou à proxim ité de d omaines hétérochromatiniens et sont réprimés.  Des études génétiques 
chez la drosophile ont permis d’ identifier l es fact eurs suppresseurs (Su(var)s) tels que les 
protéines HP1 et « Enhancer » (E(var)s) (Wallrath, 1998) . D’autres études ont montré que 
l’insertion d’un bloc d’ ADN satellite d’hétérochromatine au niveau du gène brown, ent raîne 
l’inactivation des deux allèles du gène ains i q ue leur relo calisation à proxim ité de 
l’hétérochromatine périnucléaire (Dernburg  et al ., 199 6). Il  a aussi été dém ontré chez la 
drosophile q ue des mutations dans le gène Su(var)2-5 qui c ode pour la  protéine HP1 
(Heterochromatin Protein 1) provoquent une forte suppression du phénom ène d’extinction par 
effet de position (Eissenberg et al., 1990).  
 
Ce phéno mène de r épression par recrute ment d’un gène au ni veau de  
l’hétérochromatine a au ssi été décri t par la suit e dans différents organismes (Dillon  and 
Festenstein, 2002). Chez la levure S. Cerevisiae, la formation d’une structure chro matinienne 
répressive au  niveau des télo mères et d es cassettes s ilencieuses de type sexuel ( locus HMR et 
HML) s’ accompagne égal ement d’ une localisation  au niveau des zones  d’hétérochroma tine 
périnucléaire (Gotta et al., 19 96; Mail let et al., 19 96). L ’hétérochromatine périnucléaire est 
également un compartiment répressif chez les mammifères. Par exemple, le gène CFTR humain 
et ses loci avoisinants se l ocalisent dans l’hétérochromatine périphérique lors qu’ils ne sont pas 
exprimés (Zink et al.,  20 04). D ’autres phénom ènes de m ise en silence ont été observés chez 
l’homme. Au cours du développement des cellules érythroïdes, le locus de la β-globine humaine 
s’associe à des régions d’hétérochromatine c entromériques et  est alors r éprimé mais s’en 
dissocie lorsqu’il est activ é (Schübeler et al., 2000). Dans les ly mphocytes, ce locus n’est pas 
exprimé et se localise dans un environnement hétérochromatique. La comparaison avec un autre 
locus (α-globine) revèle que seul le locus de la β-globine s ’associe à ces domaines dans des  
lymphocytes humains (Brown et al., 2001). Ce locus n’ est pas le seul exe mple de la mise en 
silence des  gènes. Une autre étude a c omparé la  position de diff érents gènes entre deux types 
cellulaires : des cellules HL60 (non différenciées) et des granulocytes. Le gène RB1 inactif dans 
les cellules HL60 est loc alisé à proximité de l’ hétérochromatine centro mérique. Ce gène , qui 
devient actif dans les gran ulocytes, apparaît al ors en dehors de la région hétérochrom atique du 
chromocentre (Bártová et al., 2002). Invers ement, cMYC se positionne à proxim ité de  
l’hétérochromatine centromérique préférentiellement dans les granulocytes où il est réprimé.  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 19 : Profils des caractéristiques génomiques de la chromatine autour des 
domaines d’ancrage des lamines au niveau de l’enveloppe nucléaire (Guelen et al., 
2008). 
 (a) Liaison avec la lamine B1; (b) Densité locale en gène s ; (c) Ni veau d’expression 
des gènes ; (d) Occupation des promoteurs par la RNA Polymérase II 
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3.3.2. L’influence de l’enveloppe nucléaire sur la régulation de 
l’expression 
L’enveloppe nucléaire a initiallem ent été d écrite comme un co mpartiment de mise en  
silence des gènes (Kosa k et al., 2002). La répression des gènes est nota mment lié e à l a 
compaction en hétérochromatine. Cet te co mpaction est réalisé e au niveau des ancrages  
chromatiniens interagissant avec les l amines (Figure 19). Ces domaines sont pauvres en gènes 
chez la mouche ainsi que chez l’homme  (Pic kersgill et al., 2006; Guel en et al., 2008). 
Toutefois, des données récentes sur S. Cerevisiae indiquent q ue la périphérie du no yau ne  
fonctionne p as exclusivement co mme un environn ement répressif. Chez la levure, un grand 
nombre de g ènes sont dé placés à la p ériphérie quand ils sont activés, en interaction avec  de s 
composants des pores nucléaires (Casolari et al., 2004; Taddei et al., 2006; Akhtar and Gasser, 
2007). Certains ARNs son t également produits à proxim ité des pores nucléaire s (Sexton et al., 
2007). Si ce s études sont souvent con duites chez la levure, ce phénomène a également été 
observé dans des cellules de mammifères (Brown et al., 2007 ; Lanctôt et al., 2007) et chez la 
drosophile (Kurshakova et al., 2007) . Une étude utilisant un transg ène att aché à la lamina 
nucléaire a montré que ce transgène maintient l'activité transcriptionnelle (Kumaran et Spector, 
2008). Deux autres études ont montré que l'attachement à la périphérie du noyau ne s'oppose pas 
à l'activité transcriptionnelle, mais la transcription d'une fraction des gènes à proxim ité du locus 
attaché montrait une expression réduite (Finlan et al., 2008;. Reddy et al., 2008.). 
 
3.3.3. Les mouvements de la chromatine 
Le noyau est un  compartiment dynamique. Les mouvements de la chromatine peuvent  
être suivis en  utilisant des protéines fluor escentes liées à l a chromatine (Bel mont, 2003). Les 
expériences menées avec ce type d’ approche montrent des car actéristiques de m ouvement 
communes à  toutes les  espè ces. L es études d e FRAP  ( Fluorescence Recovery After 
Photobleaching) montrent que les m ouvements des gènes sont limités (0.5µm), ce qui suggère 
qu’ils sont cl oisonnés dans une infim e partie du no yau (Chubb et  al., 200 2). Les mouvements 
sont rapides pour des distances faibles (< 0.2µm). Ces mouvements locaux sont conservés dans 
différentes espèces alors que la taille du noy au peut varier (Chubb et al., 2003). Chez l’ homme, 
un déplacement de 0.5µm délimite une zone d’environ 1/1000ième du volume nucléaire alors que 
chez la levure, un tel dé placement perm et de  parcourir la m oitié du noy au. Ainsi si l es 
mouvements locaux sont l iés aux fonctions du génome, l’ étude de ces mouvements doit tenir 
compte du modèle choisi.  
  
Les mouvements locau x de la fibre chro matinienne sont limités par différentes 
structures d’ancrages notamment à l’enveloppe n ucléaire. Des expériences menées chez la 
levure S. Cerevisiae montrent en effet que les mouvements de la chromatine sont limités par ces 
ancrages à la  membrane ainsi un locus libre de poi nt d’attache peut diffuser li brement dans le 
noyau (Gartenberg et al., 2004). A ce phénomène s’ajoutent les contraintes liées à la nature 
fibreuse de la chromatine.  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 20 : La mobilité de la chromatine et l'organisation nucléaire (Lanctôt et al., 
2007) 
La mobilité de la chromatine permet l’interaction dynamique entre loci génomiques et 
entre les loci et d' autres structures nucléaires. Dans les deux représentations A et B, 
deux territoires chromosomiques sont représentés dans lesquels un locus est indiqué en 
rouge. Les co mpartiments répressifs sont représentés en  bleu. Les m ouvements de l a 
chromatine sont représe ntés par des flèches. Deux con figurations po ssibles so nt 
représentées pour c haque te rritoire, av ec la lig ne po intillée in diquant la seco nde 
configuration. La transition implique un repositionnement des deux loci dans l'espace 
en t rois di mensions du noyau. E n t enant com pte du c loisonnement des f onctions 
nucléaires, deux points de vue différents sont proposés. 
a. Un m odèle d éterministe p résente une structure préformée. La conform ation de s 
chromosomes est établie et interagit avec un échafaudage d’éléments structurels. 
b. Un modèle d'auto-organisation présente la formation des sites autour d'un gène suite 
à son activation. C’est l’interaction qui détermine la p osition des régions distinctes du 
chromosome. 
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Les mouvements favorisent les interactions et  donc facilitent les échanges de facteurs 
protéiques. Dans le modèle des compartiments pr éexistants, le  déplace ment des loci est  la 
cause de leur changement d’état (Figure 20a). Dans ce modèle, c’est la structure qui agit sur la 
fonction. Il est concordant avec la présence de stru ctures stables dans le noyau co mme le 
réseau des lamines. Cependant l’ élimination des lamines ne conduit pas à une désorganisation 
totale des processus nucléaires. Un second m odèle propose une  auto-organisation des sites de 
transcription autour de la chromatine active ( Figure 20b ). Dans ce modèle, l es f acteurs d e 
transcription sont libres dans le nucléop lasme. La formation des complexes de transcription se 
fait autour d 'un gène suite à son activation. A u n niveau su périeur, plusieurs gènes se 
rassemblent pour former une usine à transcripti on étroitement associée avec un com partiment 
d'épissage. Dans ce cas c’est le ch angement d’état transcrip tionnel qui est la cause du  
déplacement des loci.  
 
3.3.4. La formation des boucles externes au TC 
A grande é chelle, cell e des territoi res chro mosomiques, l a chro matine chez le s 
organismes supérieurs garde une confo rmation rela tivement stable dans le tem ps. Les rar es 
mouvements de grande amplitude sont observés au début de la pha se G1, suggérant un retour à 
une conformation bien définie du no yau juste ap rès la mitose (Walter et al., 2003). Mais on 
observe égalem ent une réorganisation de la chroma tine dans certaines régions ( Figure 21 ). 
Celle-ci est  directement liée à l’ induction de processus phy siologiques. Des boucles de 
chromatine qui s’ étendent dans l’ espace interchromatinien permissif pour la transcription sont 
observées pour le CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilité) dans des fibroblastes humains 
activés par l’IFNγ (Volpi et al., 2000). La formation de  ces boucles est rapide puisque pour les 
loci du CMH de classe II, elles se for ment 10 m in après l’ induction par L’ IFNγ. La régulati on 
de ces co mplexes est différente dans les ly mphocytes et les fibroblastes. De la même manière, 
des différences sont observées au niveau d es boucles portant le CMH entre ces deux types 
cellulaires. D’autres régions présentent égale ment des boucles externes  à leur territoire  
chromosomique. C’est le cas du co mplexe de différenciation épidermique (EDC) localisé sur le 
bras long du chro mosome 1 humain (William s et al., 2002). Ce co mplexe, qui comporte des 
gènes impliqués dans la différenciation des ké ratinocytes forme des boucles préférentiellemen t 
dans les kératinoc ytes. Par contre, les formations d e boucles ne sont pas ob servées dans les 
lymphoblastes qui n’expri ment pas ces gènes de différenciation. Les complexes CMH et EDC 
correspondent à des régions denses en gènes, cont enant des familles de gènes dont l ’expression 
est coordonnée. De manière intéressante, ces co mplexes sont relativem ent conservés au niveau  
évolutif suggérant une con trainte fonctionnelle des mécanismes de transcription. La f ormation 
de boucles apparaît être liée au nombre de gènes actifs présents dans ces régions génomiques. 
 
Ces rem obilisations de loci lors de leu r activation s ont égale ment observées d ans le s 
phases de  différenciation cellulaire de s cellules  souches embryonnaires (Cha mbeyron et al.,  
2004; Morey et al., 2007).  Par exem ple, un grou pe de gènes im pliqués dans la différenciation 
cellulaire se localise sur des boucles qui se dér oulent du TC l ors de l’activation des cellules 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 21 : Formation des boucles d’ADN à l’extérieur du TC au cours de la 
différenciation des cellules souches embryonnaires (Chambeyron et Bickmore, 
2004) 
A. FISH avec la peinture chromosomique MMU11 (vert) et un marquage spécifique du 
gène (rouge) po ur H oxb1 sur des n oyaux fi xés de cel lules so uches em bryonnaires 
indifférenciées, des cel lules à 4 jours et à 10 jours de différenciation. Les noyaux sont 
révélés en DAPI (bleu).  
B. R eprésentation schématique de l a boucle de  ch romatine formée par  l e g roupe de 
gènes Hoxb. Dans les cellules souches embryonnaires indifférenciées, la chromatine au 
niveau des loci Hoxb1 et Hoxb9 (noir) est condensée dans le TC MMU11 (gris). Après 
induction de la t ranscription par l ’acide ré tinoïque. La fibre de chromatine contenant 
Hoxb1 se décondense, et  es t excl ue de s on TC . A près 10 jours de différenciation, 
Hoxb1 se rapproche de la p ériphérie du TC, et Hox b9 quitte l’intérieur du TC pour sa 
périphérie. 
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(Figure 21). En réponse à l’acide rétinoïque, un état transcriptionnellement compétent est établi. 
Le cluster d e gènes hoxB (Ho meOboX B) du chrom osome 11 m urin se décondense et se 
mobilise à « l’extérieur » de son territoire chromosomique durant le développement des cellules 
souches embryonnaires (Chambeyron and Bickm ore, 2004; Morey et al., 2007). La form ation 
progressive de la boucle liée à une modification progressive des marques épigénétiques,  
contribue à une régulation temporelle des profils d'expression des gènes hox. 
 
La localisation en dehors des TC est une manifestation visuelle de la décondensation de 
la chromatine. La formation de ces boucles de pl us de 3 Mb de chromatine pour certains gèn es 
lors de leur a ctivation conforte le m odèle TC-IC (Sachs et al., 19 95). La localisation en dehors 
des TC est corrélée avec des niveaux élevés de transcription mais il a également été suggéré que 
ces boucles ne représenten t qu’un état pré-transcr iptionnel (Ragoczy et al., 2003). Les régio ns 
génomiques sont ainsi recrutées dans un enviro nnement transcri ptionnellement perm issif. Un 
chromosome en interphase s’ organiserait autour d’un noyau central à partir duquel des boucl es 
de chromati ne décondensée serai ent formées,  p ortant des groupes de gènes actifs ou  
potentiellement actifs (Fraser and Bickmore, 2007). Des approches RNA FISH confirment cette 
hypothèse en décrivant une position préférentielle des gènes actifs à l’extérieur de leur territoire 
chromosomique (Morey et al., 2009).  
 
3.3.5. Le rôle des usines à transcription 
Dans le noyau, la transcription a lieu dans des compartiments spécifiques. Les usines à 
transcription, qui sont des regroupements de polymérases actives (environ 8 RNA Poly mérase 
II) perm ettent d’augm enter la production d’ARNm  en concentrant les machineries nucléaires 
(Pombo et al., 1 999). Cette idée, suppo se que les usines forment des structures fixes dans le 
noyau auxquelles les boucles de chro matine vont s’ associer. Les usines à transcriptions ont été 
définies après l’observation  de trois gènes : Hbb1, Eraf et Uros, séparés par plusieurs Mb m ais 
s’associant dans une structure commune lors de leur transcription (Osborne et al., 2004). Les  
boucles chromatiniennes permettent la mise en relation des gènes avec des éléments régulateurs 
en trans- ou en cis-. Deux approches différent es (Chromosome Conformation Capture (3C) et 
FISH détaillées en  Annexe 1) ont confirmé cette co-localisation nucléaire des allèles des gènes 
actifs séparés par de s di zaines de  méga bas es en cis-  ou localisés  sur de s chro mosomes 
différents (Osborne et al. , 2004). Comme le s gènes actif s ne sont associ és qu’ à un seul 
complexe de transcription, il apparaît que ces usines sont im pliquées dans l’ expression de 
plusieurs gèn es sim ultanément (Cook,  199 9). Ces usines pourra ient être spécialisé es dans la 
transcription de différents sous-ensembl es de gènes (Papantonis et al., 2011 ). L’association 
physique entre gènes  et usine est  toujours liée à une transcrip tion efficac e (Ragoczy  et  al., 
2006). L’inhibition des l’ARN Polymérase II conduit à une réduction du nom bre de boucles de  
chromatine émergentes des TC (Brown et al., 2 006). Ces usines à transcription  ne contienne nt 
que les gèn es actifs présentant une conforma tion chrom atinienne per missive pour la 
transcription, les gènes « en pause » ne se positionnent pas directement dans ces usines 
(Osborne et al., 2004).  
  
 
Figure 22 : Schéma représentatif d’une usine à transcription (Papantonis et Cook, 
2010) 
Les usines à transcription (en rose) sont des structures polymorphes dans lesquelles les 
unités de transcription des chromosomes identiques ou différents (Chr) sont  liées par 
les ARN polymérases (e n o range) ou les  f acteurs de  transc ription. La chrom atine 
«ouverte» est transcrite lo rsque les promoteurs (e n violet) s ont at tachés à l 'usine; l a 
chromatine « fermée» est éloignée de l'usine et inerte. En vert est présenté un insulateur 
qui limite la transcription à des séquences définies. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 23 : Interactions entre territoires chromosomiques dans le noyau de 
cellules humaines (Branco et Pombo, 2006) 
Les chromosomes ont été peints dans des cryosections (environ 150 nm d'épaisseur) de 
lymphocytes humains et  sont visualisés par microscopie à fluorescence. (A) Exemple 
d'une section nucléaire montrant un brassage entre les chromosomes 5 et 7. (B) Mise en 
évidence des superpositions entre les chrom osomes 5 et 7 . La lign e blanche permet la 
visualisation d’un chromosome reporté sur l’image portant les deux chromosomes, elle 
permet l e repérage des zo nes en i nteraction. Les l ignes jaunes p ointent les zones e n 
interaction. 
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L’organisation des usines à transcription est elle-même hautement régulée. L’interaction 
de la chromatine avec ces usines à transcription formerait un type d'unité organisationnelle, dans 
laquelle les séquences transcrites sont en contact avec la Polymérase II au centre de la structure, 
la chromatine qui n’est pas exprimée formant des boucles à partir de ces usines ( Figure 22). Ce 
modèle architectural permet notamment d’expliquer les interactions observées par des méthodes 
de capture de conformation chromosomique (3C ou 4C). La taille des boucles à cette échelle est 
cependant trop faible pour être  distinguable par des techniques d’ imagerie en fl uorescence. La 
formation de boucles permettrait un saut plus rapide entre les exons et entre les séquences 
terminatrices et initiatrices d’un même gène (Tan-Wong et al., 2008). Des données issues 
d’analyses 4C  (Annexes 1) ont égal ement montré qu’un  segment d'ADN peut présente r 
différentes interactions avec des loci en cis- ou en trans- dans la même usine à transcription. Les 
boucles formées présenter aient une nature dynamique et transitoire (Sim onis et al., 2006). 
Enfin, ces boucles émer gentes des usines à tran scription, per mettraient aussi de rég uler 
temporairement la transcription de certains gèn es en créant une certaine co mpétitivité pour les 
facteurs de transcription.  
 
Les gènes ac tifs peuvent également se  locali ser autour d’ autres structures. U ne étude  
récente illustre un positionnement préférentiel au co urs de la différ enciation des adipocy tes, de 
certains gène s près d’ usines d’ épissage (SC35), lieu de maturat ion des transcrits naiss ants 
(Szczerbal et  al., 2010). Dans des cel lules non différenciées, les gènes sont peu associés aux 
domaines SC 35 alors qu’ une forte asso ciation est observée dans  les adipocy tes. De s ré sultats 
similaires avaient déjà été observés lors de la  différenciation des cellules musculaires (Moen et 
al., 2004).  
 
3.3.6. Les interactions entre territoires chromosomiques. 
Les interactions qui résultent du regroupement des gènes dans ces usines à transcription 
conduisent au rapprochem ent des chromosomes eux mêmes. Ce phénom ène appelé 
« chromosomes kissing » (Kioussis, 200 5) peut être o bservé en FISH par le marquage de de ux 
chromosomes différents avec des sondes de peinture ( Figure 23 ) m ais également par le s 
techniques de 3C. Une nouvelle approche dériv ée de ces méthodes (Hi-C) per met l’analyse de 
ces inter actions intra- et i nter- chro mosomiques au  niveau d’ un génome enti er (Lieber man-
Aiden et al., 2009).  Ces contacts ne sont pas obser vés pour la tot alité d’un chr omosome et se 
limitent surtout aux régions riches en gènes et localisées à la périphérie des TC (Cavalli, 2007).  
 
Le cas l e plus remarquabl e de contact entre TC est  illustré par l e cas de l’inactivation 
d’un chrom osome X. L e choix du chrom osome à inactiver  s e ré alise tôt au cours  de  
l’embryogénèse. Ce choix est associé à une proximité transitoire des deux gonosomes XX. Cette 
observation f aite dans des cellules souches em bryonnaires de souris par des  expériences de 
FISH (Xu et al., 2006) est confirm ée par des a pproches de ty pe 3C. La compensation de dose 
entre le mâle XY et la fe melle X X es t réa lisée en désactivant l’expression des gènes sur l a 
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totalité d’un des chro mosomes chez la femelle. Un ARN non co dant Xist agit en cis  et par  des 
modifications d’histones conduit à l’inactivation d’un chromosome X.  
 
Les interactions entre chromosomes jouent également un rôle important dans la mise en 
place de l’ empreinte par entale (William s et al ., 2010). Ce mécanisme épigénétique établit  
l’expression préférentielle d’ un allèle selon s on origine parentale. De s phénomènes li és au 
maintien de ces marques épigénétiques sont observés durant la p hase S  dans l es lymphocytes 
humains sug gérant que les chrom osomes hom ologues interagissent po ur défin ir l’em preinte. 
Des approches de capture de conformation chromosomique (3C) ont égale ment identifiées des 
interactions locales entre allèles localisés sur différents chromosomes chez la souris (Ling et al., 
2006). Un des premiers systèmes dans lequel ces mécanismes d’association entre chromosomes 
ont été observés fut la différenciation des ly mphocytes T auxili aires en Th1 ou Th2 . Ces deux 
types de cellules produisent des cytokines différentes. Les loci des deux types de cytokines sont 
positionnés sur des chromosomes différents, les cytokines Th2 sur le chromosome 11 et l’IFN-γ 
(réponse Th1) sur le chro mosome 10. Dans les cellules naïves, c es loci sont co-réprimés d ans 
une même zone du noyau. L’induction des LT naïfs conduit à une activation exclusive d’un des 
deux loci qui se traduit pa r l’éloignement des deux chrom osomes (10 et 11)  (Spilianakis et al., 
2005).
 
La proximité spatiale des chromosomes peut aussi, dans le cadre de la réparation des  
cassures ADN double brin favoriser l’avènement de translocat ions (Kozubek et al., 19 99; 
Branco and Pombo, 2006; Soutoglou et al., 2007; Lin et al., 2009; Mani et al., 2009) ainsi que 
des réarr angements entre gènes. Ce dernier cas peut être illustré par le réarrangement se 
produisant dans les cellu les thy roïdiennes entre d eux gènes ( RET et H4) localisés sur le  
chromosome 10 humain mais distants de 30 Mb. Suite à une irradiation, une cassure double brin 
a lieu dans chaque gène, suivie d’une reco mbinaison illégitime entre eux due à leur proximité 
spaciale (Nikiforova et al., 2000). 
 
3.4. Le cas particulier des phagocytes. 
 
Au travers de cette présentation bibli ographique, il apparaît u n rôle im portant de 
l’architecture nucléaire dans la régulation des fonctions cellulaires. Ce rôle a été 
particulièrement étudié au cours de la différenc iation cellulaire (Bartova et al., 2002 ; Wi lliams 
et al., 2002 ; Stadler et al.,  2004 ; Ragoczy  et al., 2006 ; Brown et al., 2008 ; Szczerbal et al., 
2009), le dév eloppement em bryonnaire (Chambeyron et Bick more 200 4; Chambey ron et al., 
2005 ; Morey  et al., 2009) et la progression tu morale (Meaburn et Misteli, 2008). La réponse 
immunitaire est un processus biologique i mportant et l'organisation spa tiale du génom e dans  
certains ty pes de cellules i mmunitaires a également été analy sée ; nota mment au cours de la  
différenciation des lymphocytes (Kosak et al., 2002). Par contre, il existe peu de données sur les 
phagocytes qui sont au c œur de la réponse imm unitaire de par leur rôle de première ligne d e 
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défense contre les pathogènes et c’ est pour quoi nous nous somme intéressés à ce modèle 
cellulaire. 
 
Quelques ét udes ont per mis de d écrire l’ organisation spatiale des te rritoires 
chromosomiques dans les neutrophiles (Sanchez et al., 1999; Bartova et al., 2001; Bartova et al., 
2002; Hepperger et al., 2009; Yerle-Bouissou et al., 200 9). Con cernant les macrophages, les 
données sont  parcellaires.  Stadler et collaborateurs  (2004) ont analysé la position d’ un gène 
dans l’ espace nucléaire lors de l ’activation des macrophages et m is en évidence une 
relocalisation de ce gène par rapport à son TC . Une autre étu de analy se les modifications 
induites dans les macrophages lors de leur diffé renciation (Hepperger et al., 2009). D’après ces 
travaux, il apparaît que des remaniements nucléaires sont effectués au cours de la différenciation 
du m acrophage, m ais peu de données sont disponi bles dans le cadre de l ’activation de ces 
cellules. Dans ce contexte, l’objet de ce  projet était d’analyser l’architecture nucléaire en FISH 
3D dans les macrophages dérivés de monocytes soumis à une activation LPS-I FNγ. L’analyse a 
été étendue à un autre ty pe de cellules immunitaires, les neutrophiles, soumis à une stimulation 
LPS ainsi qu’à des fibroblastes. 
 
Matériel et méthodes 
 
 
 
Romain solinhac  43 
Thèse en génétique / 2011 
Institut national de la recherche agronomique  Toulouse 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Matériels et méthodes 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Matériel et méthodes 
 
 
 
Romain solinhac  44 
Thèse en génétique / 2011 
Institut national de la recherche agronomique  Toulouse 
1. Culture et activation des macrophages 
 
1.1. Obtention des macrophages 
Les macrophages utilisés sont dérivé s de la cult ure des m onocytes sanguins. Les 
monocytes sont isolés à partir du sang jugulaire de jeunes truies (issue d’une lignée synthétique 
PIC410). Le sang est prélevé de m anière aseptique (50 m l) dans des vacutainers® héparinés. Il  
est ensuite dilué dans une solution de Ha nks (v /v). Les cellules mononucléées du san g 
périphérique sont isolées par centrifugation en gr adient de densité (1,077 g / L, Lymphoprep, 
Eurobio, Les Ulis, France) pendant 30 min à 800g à température ambiante. L’anneau co mposé 
de cellules mononucléées est prélevé et soumis à une solution de l yse (NH4Cl 0,15 M - KHCO3 
0,01 M EDTA-Na2 1 µM) à 4 ° C pendant 5 min pour éliminer les globules rouges. Les cellules 
sont lavées deux fois avec du PBS et remise s en suspension dans du RPMI-1640 (Eurobio, Les  
Ulis, France). Toutes les étapes de lavage sont séparé es par des ét apes de centr ifugation de 10 
minutes à 500g à température ambiante. 
 
Les cellules mononucléées sont ajustées à une concentration de 108 cellules/ml dans du 
RPMI-1640 supplémenté avec 10% de sérum de veau fœtal (SVF, Eurobio, Les Ulis, France), 2 
ml de la suspension cellulaire sont distribués dans  chaque puits d’une plaque de culture 6 p uits 
(Cellbind ®, Corning, Fr ance). Après quatre he ures d’incu bation, une étape de déplétion est 
réalisée par trois lavages successifs avec du PBS pour éliminer les cellules non-adhérentes. Pour 
la différenciation des m onocytes en macrophag es, les cellules so nt cultivées dans du RPMI-
1640 com plet i.e. supplémenté avec 10% de séru m de veau fœtal (SVF, Eurobio, Les Ulis, 
France) complété avec 1 % de L-gluta mine (Inv itrogen, Cergy  Pontoise, France), 1%  d’acides 
aminés non-essentiels (Sigma, France), 100 UI/ml de pénicilline et 100 µg/ml de streptomycine 
(Invitrogen, Cergy Pontoise, France). Un facteur de croissance est également ajouté à la culture 
: le Colon y stim ulating Factor 1 (CSF-1). Ce facteur est produi t par les cellules LADMAC 
(Sklar et al., 1985) qui le libère dans leur milieu de culture. Dix  pour cent de surnageant de 
milieu LADMAC sont ajoutés au milieu de culture. L’incubation des monocytes est menée à 39 
º C avec 5% de CO2 pendant 4 jours.  
 
Après l’incubation, les cellules sont soumis es à un marquage direct avec des anticorp s 
humains anti-CD14 couplés à des billes magnétiques (MACS microbilles CD14, Milteny i 
Biotec, Allemagne). Un lavage en PBS suiv i d ’une centrifugation de 10 m in à 500g permet 
l’élimination des billes en excès. Les cellules CD14+ resuspendues dans 1m l d e PBS-EDT A, 
sont purifiées à tr avers une colonne de séparation aimantée « Auto MACS » (Miltenyi Biotec,  
Allemagne), conformément aux instructions du fabricant. Le comptage de cellules et la viabilit é 
sont évalués par coloration au bleu trypan sur lame de Malassey. 
 
L’évaluation du type cellulaire est obtenue pa r cytométrie de flux. Après centrifugation 
à 400g pendant 10 min à 4°C, les cellules sont lavées dans du  PBS (Sigma, France) et incubées 
pendant 20 min à 4°C avec 100µ L d 'anticorps pr imaire dilué (1 / 100 dans du PBS). Ces 
  
 
 
Tableau 3 : Liste des activateurs testés 
 
Activateur Lipopolysaccharides Interféron gamma Phorbol myristate acétate
Type 1 100ng/mL x x 
Type 2 1µg/ml x x 
Type 3 10µg/mL x x 
Type 4 10µg/mL 0,1ng/mL x 
Type 5 10µg/mL 1ng/mL x 
Type 6 10µg/mL 10ng/mL x 
Type 7 x x 100ng/mL 
Type 8 x 10ng/mL x 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau 4 : Agonistes des TLRs humains utilisés 
 
Agoniste utilisé Description Cible Concentration 
Pam 3CSK tripalmtoylated lipopeptide synthétique TLR1 1 µg/ml 
HKLM Listeria monocytogenes inactivé  TLR2 108 Cellules/ml 
Poly (I:C) ARN double brin viral synthétique TLR3 1 µg/ml 
LPS Lipopolysaccarides TLR4 1 µg/ml 
Flagelin Flageline issue de S. typhimunium  TLR5 1 µg/ml 
FSL1 Lipoproteine syntéthique (Pam2CGDPKHPKSF) TLR6 1 µg/ml 
Imiquimod imidazoquinoline amine (R837) TLR7 1 µg/ml 
ssRNA ARN simple brin riche en GU TLR8 1 µg/ml 
ODN2006 oligonucléotides CpG non méthylés TLR9 1 µM 
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anticorps son t : l ’anticorps monoclonal anti- CD163 porcin (clo ne 74-2 2-15, IgG1 VMRD, 
USA) et l’anticorps monoclonal anti-SWC3 por cin (IgG1, AbD Serotec) . Les cellules sont 
ensuite lavées puis incubées ave c un an ticorps secondaire pendant 20min à 4°C dans une boît e 
noire: 100µL de dilutio n (1/100 dans d u PBS) du conjugué IgG1 de chèvre couplé à de la R-
Pyréthrine (RPE). Après un dernier lavage dans du PBS, les macrophages sont analysés à l'aide 
d'un cytomètre de flux FACS Calibur (BD Biosciences, USA). 
 
1.2. Paramètres d’activation des macrophages et utilisation de la 
toxine  
Les macrophages après culture et sélection CD 14+ sont séparés en plusieurs l ots. Ces 
lots qui sont plus ou moins nom breux en fonc tion des expériences menées sont sou mis à 
différentes traitements. La quantité de cellules est toujours uniforme entre les différents lots.  
 
La détermination d’un activateur des macrophages a été réalisée en utilisant les 
principaux a ctivateurs des cellules imm unitaires : les lipopol ysaccharides (LPS), l’i nterféron 
gamma (IFNγ) ainsi que le Phorbol myristate acétate (PMA). Les différentes doses d’activateurs 
testés sont listées dans le  Tableau 3 . Certains activateurs ont également été couplés (LPS-
IFNγ). Les  a ctivateurs ont été  ajoutés  à t 0. Les macrophages sont cultivés dans du RPM I 
Complet à 39°C pendant 16h. A t +16h, les surnageants  de culture sont récupérés et les cytokines 
du milieu sont dosées par ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay).  
 
L’évaluation de la toxicité de la mycotoxine T-2 a été réal isée en utilisant différen tes 
concentrations de la toxine diluée dans du Di MéthylSulfOxyde (DMSO) (Sigma Aldrich, Saint 
Quentin Fallavier, France). Les doses utili sées var ient de 0,1 à 1000 nM chacune séparée 
d’environ un facteur 3 (0,1nM, 0,3nM , 1nM,…etc). La toxine est ajoutée au milieu de culture à 
t0. L’activateur (10µg/ml / 1ng/ml) est ajouté à t +1h. Les cellules sont cultivées dans du RPMI  
complet pendant 16h. Les surnageants de culture sont récupérés et les cytokines du milieu sont 
dosées par ELISA. Les cellules ont été utilisées pour les tests de cytotoxicité. 
 
Dans le cadre de l’anal yse des TLRs,  l' échantillon des macro phages (environ 10 7 
cellules) est divisé en : contrôle né gatif (i ncubation sans ag onistes), contrôle toxine T-2 
(incubation à t0 avec la toxine), contrôl e positif (inc ubation avec un activateur LPS/IFNγ (type 
5) à t +1h) et c ontrôle positif exposé à la toxine (incubation à t 0 avec la toxine T-2 puis ajout de 
l’activateur LPS/IFNγ (type 5) à t +1h). En plus de ces contrôles, les agonistes des TLRs ont été 
testés en présence ou a bsence de t oxine T-2 (incubation 1h en présenc e de T-2 avant 
l’activation) et sont listés Tableau 4 . Les surnage ants de culture sont récupé rés à  t +16h et le s 
cytokines sont dosées par ELISA. Sept échantill onnages différents de macrophages issus de 5 
animaux différents ont été utilisés. 
 
Pour les expériences de transcriptomique, l’effectif a été divisé en trois: une partie a été 
incubée dans le milieu de culture seul (lot contrô le), l' autre part ie dans le milieu de culture 
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additionné de LPS (10µg/ml) et  IFNγ (1ng/ml) (lot activé) à t +1, enfin une dernière partie a été 
incubée en présenc e de toxine T-2 (3nM) à t 0 puis  supplémenté en LPS (10pg/m l) et IFN γ 
(1ng/ml) à t+1. Les traitements ont été conduits sur  une durée de 4 heures à 39°C dans du  RPMI 
complet. Cin q échantillons différents p rovenant de 5 indivi dus différents ont été utilisés pour 
l'isolement des ARN. 
 
 1.3. Test de cytotoxicité 
Pour l’analyse de la toxicité de la toxine T-2 sur les macrophages un test de cytotoxicité 
a été conduit. Ce test est mené avec le kit C ytoTox 96 ® Non-Radioactive Cy totoxicity Assay 
(Promega, France). Ce t est colorimétrique dose la libération de lactate dé shydrogénase (LDH) 
dans le milieu de culture. Ce test utilise la capaci té de cette enzyme cytosolique de convertir un 
sel de tetrazolium  en form azan de couleur rouge. La quantit é de form azan produit  est 
proportionnelle au no mbre de cellules l ysées. Le s cellules sont cu ltivées en  plaques 24 puits 
(800µL de milieu) à une concen tration cellulaire de 4 x 10 6 cellules. L’ incubation en présen ce 
de différentes concentrations de toxine a duré 16 h, le surnageant (S) est ensuite récupéré. Après 
ajout de PBS + 0.8% Triton 100x dans les puits, les cellules (CL) s ont lysées par des étapes d e 
congélation/décongélation. Les fractions (S) et (CL)  sont réparties (100µL) dans une plaque 96  
puits. L ’ajout de 50µ L de sel de tetrazoliu m pe rmet la coloration du for mazan. Un tém oin 
négatif contenant unique ment du milieu de culture  per met de n ormaliser la coloration de l a 
fraction (S), le milieu de culture étant plus coloré que le PBS de la fraction (CL). La réaction est 
arrêtée par 50µ L de solution stop. L’absorbance est mesurée à 492nm sur un lecteur de plaque 
standard. L’é valuation d u taux de sur vie cellula ire est déter minée de façon indirecte par la  
formule suivante.  
 
                                                                     DO (S) normalisé
                           Cellules lysées = ---------------------------------------- 
                                                            DO (S) normalisé + DO (CL)
 
Le ratio obtenu, qui reflète le taux de l actate déshydrogénase du surnageant par rapport 
à taux de lact ate déshydrogénase totale permet d’obtenir le taux de survie c ellulaire en fonction 
des différentes concentrations de toxine. 
 
1.4. Dosage des cytokines par E.L.I.S.A. 
Au terme de ces différents traitements, les surnageants et/ou les cellules sont récupérées. 
Les surnageants de culture récupérés à partir d es différents lots (non stim ulés et stimulés) ont 
été congelés à -20°C pour la quantification de cy tokines par les tests ELISA. Le test ELISA se 
déroule en 5 parties séparées par des lavages de PBS. Un premier anticorps est déposé dans des 
plaques de culture 96 puits. Cet anticorps primaire cible la protéine porcine d’intérêt. Dans cette 
étude, l’antic orps anti-TNF α porcin (R&D Sy stems, réf MAB6902, France) et l’anti- IL-1 β 
porcin (R&D Sy stems, réf MAB6811) ont ainsi  été utilisés.  Après cette prem ière ét ape 
d’incubation de 16h, les différents surnageants de cultures sont déposés ainsi qu’ une gamme 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau 5 : Utilisation des ARNs de macrophages 
 
Utilisation Descriptif Quantité 
Gel agarose 1 aliquot 2 µg d’ARN 
Puce Agilent 1 aliquot 2 µg d’ARN 
RT-PCR 1 série d’aliquots pour RT et PCR 2 µg d’ARN 
Puce 1 série d’aliquots pour le marquage au Cy3, 1 série d’aliquots pour la référence marquée au Cy5 
5 µg d’ARN (pool 
éventuel) 
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d’étalonnage (10000 pg/ml à 39.06 pg/ml pour TNFα et 4 000 pg/ml à 15.625 pg/ml pour IL1β) 
réalisée avec la protéine recombinante d’intérêt : TNFα standard (R&D Systems réf 680-PT) ou 
IL1β standard (R&D Sy stems réf : 681-PI). Un anticorps secondaire couplé à de la bioti ne 
permet la reconnaissance de la protéine cible anti-TNFα biotinylé (R&D réf BAF690) ou anti-
IL1β biotin ylé (R&D Sy stems réf BAF681). Une solution de steptavidine-HRP (Pierce réf 
21126) permet de coupler le marquage avec l’ enzyme HRP. La dernière étape de l’ELIS A 
consiste à ajouter le substrat de l’enzyme (Pierce réf 34021). La réaction colorimétrique couplée 
à la gamme étalon permet l’évaluati on de la qua ntité de protéine s d’intérêt dans le m ilieu de 
culture pour  chaque condition,  l ’absorbance à 450nm  étant proporti onnelle aux taux de 
cytokines.  
 
Dans le cadre des expériences menées sur l’expression des cytokines inflammatoires, les 
effectifs ét ant faibles, l es tests statistiques ef fectués entre l es conditions expéri mentales so nt 
non-paramétriques et de type Mann-Whitney Wilcoxon.  
 
2. Analyse du transcriptome des macrophages 
 
2.1. Extraction des ARN 
Les macrophages issus de 5 porcs et soum is aux 3 conditions de culture décrites 
précédemment sont centrifugés. La quantité de cellules mises en solution est d’environ 2 x 10 7 
cellules. Les culots cellulaires sont solubilisés dans 2 m l d’ extract all (Eurobio, Les Ullis,  
France). Après broy age des cellules, les t ubes sont centrifugés à 10000g pe ndant 5m in pour 
culoter les membranes. Les surnageants  sont tr ansférés dans deux  tubes propres (soit 1 ml par 
tube) auquels on ajoute 0.4m L de chlorophor me. Apr ès 15 secondes d’ agitation par  
retournement, les tubes sont centrifugés à 10000g 10 min. La phase aqueuse est  reprise volume 
à volume dans un tube avec de l’éthanol à 80%. Le reste de l’extraction se fait avec les colonnes 
RNeasy MinElute en suivant le protocole du fa briquant (Qiagen, Cour taboeuf, France). Après 
les lavages, les ARN sont élués par 1x30µL et 1x20µL d’eau DEPC (DiethylenePyrocarbonate). 
Les concentrations de chaque échantillon so nt déte rminées par une quant ification Nanodr op 
(Thermo Fisher Scientific Inc., USA). Les écha ntillons ont été aliquotés comme décrit dans de 
Tableau 5. La qualité des échantillons ARN a été vérifiée sur puce Agilent par un Agilent 2100 
Bioanalyzer (Agilent Technologies, Allemagne). Les ARNs testés présentent un score RIN entre 
8 et 10. 
 
2.2. Marquages en fluorescence des échantillons ADNc  
Les expériences de puces à ADN ont été menées en utilisant un sy stème de r éférence 
commune pour com parer l'expression des gènes entre les macrophages non s timulés, stimulés 
par LPS-IFNγ et stimulés par T-2 et LPS-IFNγ. La référence commune regroupe l’ensemble des 
échantillons utilisés. Ce mélange est ensuite a liquoté de m anière à avoir 5µg d’ ARN dans 
chaque tube. Chaque échantillon possède un équivale nt référence. Chaque ARN des différentes 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau 6 : Réactifs utilisés pour le marquage des sondes ADNc 
 
Réactifs Marquage Cy®3 Marquage Cy®5 
Reverse Transcriptase 5X Reaction Buffer 
MgCl2 (25mM) donc 3mM final 
dNTP mix, total RNA 
Cy®3 dCTP (1mM) 
Cy®5 dCTP (1mM) 
ChipShot Reverse Transcriptase 
Eau exempte de nucléases 
8 µL 
4,8 µL 
2 µL 
1 µL 
- 
3,2 µL 
1 µL 
8 µL 
4,8 µL 
3 µL 
- 
1 µL 
3,2 µL 
- 
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conditions pour chaque ani mal a été marqué en Cy 3, la référence co mmune a été marquée en 
Cy5.  
 
 Pour la sy nthèse d’ ADNc marqué en  une seule  é tape, le kit : ChipShot ™ Direct 
Labelling (Promega, Charbonnière, Fra nce) a été utilisé. Pour chaque échantillon, 5µg d’ARN 
ont été utilisé s, auxquels sont ajoutés 1 µL de  random amorces (3µg/µl), 1µl d’ amorces oligo 
(dT) (2µ g/µl) pour un v olume total de 20µ l. L’incubation est réalisée  pendant 10 m inutes à 
70°C. Un mélange préparé selon les quantités définies dans le Tableau 6,  a été ajouté aux 
échantillons (20µl) avant d’incuber 2 heures à 42°C.  A la fin de cette incubation, 1µL de RNase 
H et 0.35µl de RNase solu tion sont ajoutés dans l es échantillons et incubé 15 minutes à 37°C.  
Cette ét ape permet de dé grader les A RNm qui pe uvent co-hybrider avec la  puce et réd uire 
l’intensité des signaux. 
 
2.3. Purification des sondes ADNc 
La purification des ADNc marqués est nécessaire pour enlever les nucléotides qui n’ont 
pas été incorporés et qui peuvent induire du bruit de fond sur les puces. Les ADNc marqués sont 
purifiés par le sy stème ChipSho t ™ membrane Clean-Up (Pro mega, Ch arbonnière, France). 
Dans chaque tube d’ADNc marqué ont été rajoutés 4µL d’acétate de sodium 3M (pH 5,2) a insi 
que 225µ L d e «  Binding Solutio n ». Après un mélange rapide au vortex, l a solution a été 
déposée sur une colonne ChipShot. La  colonne est  laissée à T° ambiante pen dant 5 minutes, 
puis centrifugée 1 minute à 10000g. L a colonne est lavée 3 fois avec 500 µ L d’éthanol à 80 % 
puis centrifugée (1min, 10000g). L’ADNc est élué par le dépôt de 60 µ L d’Elution Buffer suivi 
d’une centrifugation (1 minute à 10000g). Cet ADNc est conservé à l’abri de la lumière à 4°C.  
 
L'absorbance des sondes ADNc est mesurée à 260, 550  et 650  nm avec un Nanodrop  
(Thermo Fisher Scientifi c Inc., USA). La fréquence d’incorp oration (FOI : nom bre d e 
nucléotides marqués au CyDye incor porés pour 1000 n ucléotides) a été calculée selon les 
formules suivantes :  
 
FOI = (pmol de marqueur incorporées x 324,5) / ng d’ADNc 
ng d’ADNc = A260 x 37 x volume total (µl) 
pmol de Cy3 incorporées = (A550 x volume total (µl)) / 0,15 
pmol de Cy5 incorporées = (A650 x volume total (µl)) / 0,25 
 
(Poids moléculaire moyen des dNTP = 324,5 ; une unité d’absorbance à 260 nm d’un ADN 
simple brin = 37 µg/ml ; coefficient d’extinction molaire du Cy3 = 150 000M-1cm-1 à 550 nm ; 
coefficient d’extinction molaire du Cy5 = 250 000M-1cm-1 à 650 nm)  
 
La fréquence  d'incorporation ai nsi que l'efficacité de  marquage ont été vérifié es en s e 
référant aux norm es prévues par le calculateu r de marquage des ADNc fournis par Promeg a 
(http://www.promega.com/applications/ivt/calculator/ # ResultsV iew) (Pro mega, USA). Les 
échantillons ont été ensuite séchés et repris dans du tam pon d’hy bridation LongOligo à  une 
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concentration de 2,22 pmoles/µL (Kit Pronto ! Universal Hybridization) avant d’être congelés à 
-20°C jusqu’à l’hybridation de la lame. 
 
2.4. Préparation des puces à ADN 
Un total de 15 puces à ADN de type SLA-RI/NRSP8-13K (Gao et al., 2010) a été utilisé 
dans cette ét ude. L’ hybridation des puces a été réalisée en utilisant le sy stème d' hybridation 
Corning. Toutes les étapes décr ites ont été réalisées selon le prot ocole donné par le fabriquant. 
Avant l'hybridation, les lames ont été traitées avec le traitement de réduction du bruit de f ond : 
« Pronto! Pre-Soak System » (Corning, France) puis pré-hybridés l'aide de la "Pronto! Universal 
Hybridization Kits" (Corning). Les puce s ont été immergées dans une solution de pré-tre mpage 
(borohydride dilué au 1/ 100ème) incubées à 42°C pendant 20 m inutes. Après les lavages, l es 
puces ont été  rincées dans de l’ eau avant d’ être séchées par centri fugation à 1600 g pendant 2 
minutes dans un tube de 50 ml. Les lames ont été conservées sous atmosphère contrôlée jusqu’à 
utilisation. 
 
2.5. Hybridation des puces à ADN 
Les ADNc marqués en Cy 3 et en Cy 5 ont été déposés en quantité égale sur les lames 
soit 20 pmol d’ADNc marqué co rrespondant à un volum e total de 18µl de solution 
d’hybridation. Les hy bridations ont été effectuées pendant 16 heures à 42°C d ans un Venta na 
Discovery System XT. Les lames ont ét é lavées dans deux bains de 2x SSC 0.2% SDS pendant 
45 secondes, puis un bain de 0.1xSSC pendant  30 secondes. Les la mes ont été séchée s par  
centrifugation à 1000 tr/min pendant 1 min puis numérisées à l'aide d'un scanner GenePix Array 
™ 4000B (MDS Inc., Canada). Les images ont ét é alignées su r une grille avec le logiciel 
GenePix Pro ™ V6.0 (MDS Inc., Canad a) pour définir les différents spots, intég rer les données 
d'identification pour chaque point et en exporter les rapports d’intensité. 
 
2.6. Analyse statistique des données de puce 
L’exploitation des résultats de puce a été r éalisée sous R (logici el R, R Developm ent 
Core Team 2005). L’identification des gènes présentant une expression différentielle importante 
a été réalisée à l' aide de la librairie Limma (modèles linéaires pour les données de m icro-puces) 
(Smyth, 2004) du projet Bioconductor (Gentleman et al., 2004). Les données ont été pré-traitées 
en réalisant une normalisation intra puce de type Lœss ce qui permet de réduire le bruit de fond 
sur nos lam es et d’hom ogénéiser le signal de la totalité des spots. Un filtrage par la m éthode 
Rquantiles a également perm is la réduction de la  variabilité inter-lames. La méthode empirique 
eBayes dans Limma, qui intègre un test de moyenne t-statistique, et le « log-odds » mesurant la 
pertinence de la différence  d’expression observée, a été appliquée. Cette méthode a per mis de 
déterminer l a significati vité des différence s d’ expression observée s entr e les différ entes 
conditions de culture. Un ajustem ent pour les t ests multiples a également été réalisé en utilisant 
la méthode des taux de faux positifs (FDR) (Reiner et al., 2003) de Limma. 
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2.7. Détermination des réseaux de gènes  
Dans les deu x analyses réalisées ci- après, la recherche des ho mologues humains et d e 
leurs identifiants (HUGO) a été nécessaire pour ide ntifier les gè nes porcins d ifférentiellement 
exprimés. Les bases de données les plus riches en information sont celles contenant les gènes 
humains. 
 
Les gènes présentant des différences si gnificatives entre les condi tions ont été analysés 
par Ingenuity Pathway Analysis (IPA) (Ingenuit y Systems, USA). Le logiciel IPA co mpile les 
informations disponibles sur les gènes connus. Par l’ identifiant du gène, on peut accéder  à 
l’ensemble des données relatives à celui-ci, présentes dans la base  de connaissance du logiciel . 
Cet outil permet également la réalisati on algor ithmique de réseaux de gènes en fonction des 
liens observés dans la littérature. IPA calcule un score d’im portance pour chaque réseau. Le 
score est calculé en utilisant un calcul de la p-va lue (pour chaque réseau), et s'affiche comme le 
logarithme négatif de base dix de cette valeur p. Il i ndique la probabilité que l'assemblage d 'un 
réseau de gènes ne soit pas lié seulement au hasard. 
 
Pour com pléter l’ analyse des données transcriptomiques, une approche GSE A (Gene 
Set Enrichment Analysis) a également été conduite . Les résultats sont présentés en Annexe 3. 
L’utilisation de cet outil s e fait en télécharg eant une application java disponi ble à l’ adresse : 
http://www.broadinstitute.org/gsea/index.jsp. Cette méthode présente l’ avantage de prendre en 
compte la totalité des variations observées et ne se li mite pas aux gènes les plus 
différentiellement expri més. Elle per met de comparer les données issues des expériences aux 
différents groupes de gènes déjà présents dans  les b ases de données. La méthode GSEA util ise 
une variante du test statistique de Kolmogorov-Smirnov pour donner un score d'enrichissement 
à un ensemble de gènes (Subramanian et al., 2005) . Les gènes sélectionnés par l’analyse sont 
groupés selon leurs fonctions cellulaires spécifiques. Ces groupes sont définis par des ensembles 
de gènes déjà connus. Ap rès avoir classé les gèn es dans une list e en fonction  de leur nive au 
d’expression, le test com pare la répartition des gènes d’ un groupe entr e les conditi ons 
expérimentales. Si certains membres d’un gr oupe s ont surexpr imés dans une condition, une 
valeur d’enri chissement est attribuée au groupe . Ce tte valeur pre nd en com pte la totalité des 
variations des gènes du groupe. Si  la variation est positive pour  tous les gènes d’un gr oupe, 
l’enrichissement sera positif pour la catégorie fonctionnelle. Le score d’enrichissement est 
ensuite normalisé pour tenir compte de la taille du groupe. Cette approche permet de voir si une 
catégorie fonctionnelle est enrichie lors des traitements expérimentaux.  
 
 
 
Tableau 7 : Réactifs utilisés pour la reverse transcription 
 
Réactifs Quantités 
5X First stand buffer
 
 
dNTP 2.5 mM (Eurobio)
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau 8 : Liste des différentes amorces ADN utilisées 
 
Symbole 
du gène 
Numéro d’accès 
NCBI   
Amorces pour la PCR 
quantitative 
Taille 
(bp)   
Amorces utilisées pour la 
sélection des BACs 
Taille 
(bp) 
F ACCAGCTCACCAACGACAA F ACCAGCTCACCAACGACAA 
VIM DQ190948 
R CTCTGAAGCGTCTCCTCCTG  
103 
R GGGTTTTTAAGGCGGAGAAG 
935 
F TATGGTGCCCCTTCTGGAC F TATGGTGCCCCTTCTGGAC 
LGALS3 NM_001142842.1
R GTCTGTTTGCATTGGGCTTT  
115 
R GTCTTTGGTCCAAGCTCTGC 
914 
F TCGCGCTGTAAGAAGCAAC  F TCGCGCTGTAAGAAGCAAC 
TUBA3 NM_001044544 
R ATTGCCGATCTGGACACC 
118 
R GGGCCTGTCAAGTGAATTGT 
904 
F TGGTGTTCTGCATGAGCTTT F TGGTGTTCTGCATGAGCTTT 
IL1β NM_214055 
R TTCTCCATGTCCCTCTTTGG  
172 
R TATGGTGACCAAAAGAGCCC 
743 
F AACTGGCTGTTGCCTTCTTG  F AACTGGCTGTTGCCTTCTTG  
IL8  NM_213867 
R AATTTGGGGTGGAAAGGTG 
131 
R GATGGGAGTGGCACAGAGAT 
699 
F GCAGCACCATGAACCAAAG F TGCTGCCCTGCAAGTGTGGG 
CXCL10 NM_001008691 
R CTAAGGACCTCGGATTAACAGG
144 
R TCCCACAAGCCTTTCCTGGCCT
353 
F ACTGCACTTCGAGGTTATCGG F ACTGCACTTCGAGGTTATCGG 
TNFα NM_214022 
R GGCGACGGGCTTATCTGA 
118 
R GGCGACGGGCTTATCTGA 
887 
F TGCTGCTTACCGCCCCAGTG F AAGCACCTGTACCCACACG 
IGF2 NM_213883 
R GGGGTGGCGCAGTAGGTCTC 
192 
R GGCTCAGGGATCCCACAG 
229 
F TGCCCAGTAAAACTTCGCCA F TGCCCAGTAAAACTTCGCCA 
ZAR1 NM_001129956 
R GACAGCTTTGTCAAATACAGCC 
263 
R GACAGCTTTGTCAAATACAGCC 
263 
F CAGGAGTATGAGCTGCGTGT F CGTGCTCCACGGAGGAGGGA 
SLAMF7 XM_001925617.1
R GTGGAGCACGTCAGATTGG 
107 
R GGAGGCACAGGGCAGGGAGA 
413 
F AATGACCTTGGCCCTCTTC    
NEDD4L XM_001926056.1
R GGTCTTCCCACTGAGTAATTTTG
103 
   
F TTCTACCTTCTGGTCCACACTGA    
B2M NM_213978 
R TCATCCAACCCAGATGCA 
162 
   
 
 
 
 
 
RNasine (Promega) 
Enzyme RT M-MMLV (Promega). 
5,0 µL 
2,5 µL 
0,5 µL 
1,0 µL 
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3. Vérification du niveau d’expression des gènes par PCR 
quantitative 
 
3.1. Transcription inverse des ARN pour la PCR quantitative 
Cette reverse transcription a été effectu ée pour cha que échantillon d’ARN. P our une 
quantité estimée de 2µg d’ARN, 2µL d’hexamères (Roche Di agnostic, réf. 1034731) ont  été 
ajoutés aux échantillons avant de lancer un pr emier programme en therm ocycleur ( 72°C 
pendant 10 min, 4°C pendant 5 m in). Après un mélange sans  vortex, 9 µL du m ix présent é 
Tableau 7 ont été ajoutés à chaque échantillon. Les tubes sont ensuite sou mis à un cycle de 60 
min à 42°C, 10 min à 70°C, puis m aintenus à 4°C. Les échantill ons ont été dilués au 50 ème et 
stockés à -20°C. Un contrôle de contaminati on par l’ADN génomique a ét é effectué. Pour cela, 
le même protocole est suivi mais l’enzyme RT est remplacée dans le mix par de l’eau DEPC. 
 
3.2. Définition des amorces pour la PCR quantitative 
Le dessin des amorces nécessite d’avoir la séquence de l’ARNm correspondant au gène 
étudié chez l’ espèce-cible dans les bases de données GenBank ou Ensem bl puis de réaliser un 
alignement des séquences  d’ ARNm et d’ADN génomique, afin de localiser le s introns/exons. 
Cette étape a été réalisée en utilisant l e logiciel iccare ( http://tata.toulouse.inra.fr/iccare/). Les 
amorces ont ensuite été développées sous Primer Express 2.0. La définition des amorces pour la 
PCR quantitative présente quelques contraintes. Les tailles des amorces définies varient entre 18 
et 30 bases, les tailles des amplicons sont inférieures à 150 pb (Tableau 8). Les amorces ont été 
dessinées sur des exons di fférents de façon à in clure au moins un intron pour di stinguer l’ARN 
de l’ADN génomique en PCR.  
 
3.3. PCR quantitative 
Les ADNc issus des macrophages, soumis aux différentes conditions de cultur e, ont été 
quantifiés avec un Nanodrop (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) et dilués à une concentration 
de 20 ng/µL. Les réactions ont été réalisées en triplicat dans un volume final de 20 µl. 
Chaque puits  contient 50 ng d' ADNc, 300 nM d’ amorces sens et 300 nM d’ amorce 
antisens ainsi  que du SY BR Gr een P CR Ma ster Mix (Applied Biosy stem, USA). L es PCR 
quantitatives ont été réalisées en utilisant le sy stème Light Cy cler ® 480 (Roche). Le gène de 
ménage β2microglobuline a été choisi comme gène de référence interne.  
 
3.4. Exploitation des résultats 
La méthode Dart-PCR (Peirson et al., 2003) a été ut ilisée pour calculer la variation dans 
l'expression des gènes.  Cette méthode utilise la moyenne des efficacités observées pour le g ène 
d’intérêt dans les triplicats pour en déduire la valeur de l’efficacité PCR. La « Mean 
Efficiency » obtenue correspond à l’ efficacité moyenne de l’ ensemble des échantillons, et  l e 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 24 : Organisation de la banque de BACs porcin SBAB 
La ban que est  orga nisée e n su per pools. Un puits d e supe r p ool corre spond à  
l’ensemble d es clon es de 20 p laques de 96  puits. La to talité d e la b anque est  
représentée pa r 56 s uper p ools. Les 2 0 pl aques so nt reg roupées en 3 dimensions : 8 
pools de lignes, 12 pools de colonne et 20 pools de plaques. L’intersection de ces t rois 
dimensions permet d’identifier l’adresse d’un clone. En pratique une première PCR est 
réalisée sur l es 56 s upers pools afi n de dét erminer l e l ot de 2 0 pl aques cont enant l e 
BAC recherché puis une seconde PCR est réalisée sur les différents pools (40) du super 
pool détecté. 
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« Mean Midpoint » correspond à la valeur de log de fluorescence qui coupe  l’ ensemble des 
courbes de PCR dans leur phase linéaire (Pei rson et al., 2003). Après avoir vérifié que 
l’efficacité de PCR est sem blable entre les différents groupes  expérimentaux, l ’efficacité 
moyenne calculée pour l’ensemble des échantillons, est appliquée dans les paramètres généraux 
et permet le calcul des R 0 qui constituent les quant itées initiales d’ARNm. Les données de  R0 
sont ensuite normalisées par les R 0 du gène de m énage. Toutes les valeurs d’ expression sont 
normalisées par celles du groupe contr ôle réduisant la moyenne des ratios du gr oupe contrôle à 
1. 
 
4. Hybridation in situ en 3 dimensions (FISH 3D) 
 
4.1. Crible des BAC (Bacterial Artificial Chromosomes) par PCR 
Les BAC contenant les séquences des gènes d’intérêt sont issus des banques SBAB 
(Rogel-Gaillard et al., 1999), SBAE (Anderson et al., 2009) et CHORI (Osoegawa et al., 1998) 
disponibles au centre de r essources de l’INRA (CRB-GADIE, I NRA, Jouy -en-Josas, Fran ce). 
Les clones sont répartis en plaques de  96 puits, or ganisées en super-pools et  pools pour en 
faciliter le criblage par PCR ( Figure 24 ). Les amorces utilisées pour le crible ont  été 
développées co mme les am orces pour la PCR qua ntitative. Les am orces « Forwards » so nt 
d’ailleurs le plus souvent  identiques da ns les de ux t ypes de PCR. Cette spécificité perm et le 
criblage du BAC contenant exacte ment le gène dont l’ expression a été déter minée en PCR  
quantitative.  
 
Les amplifications sont réalisées dans un volum e final de 15µ L contenant 0,25 unité 
d’ADN polymérase Taq (GoTaq, Promega), 200µM de chaque dNTP, 0,2µM de chaque amorce 
et 1X de t ampon (5X Green GoTaq Reaction Buf fer, 1,5m M de MgCl 2, Promega) co mplété 
avec de l’eau distillée. L’am plification est ré alisée dans des ther mocycleurs 9700 Appl ied 
Biosystems et  se déroule en plusieurs ét apes : une dé naturation à 94°C pendant 5 m inutes, 35 
cycles de : dénaturation à 94°C (30 s econdes), d’hy bridation des am orces ( 30 secondes) et 
d’élongation à 72°C (30 secondes), puis une étape finale d’élongation de 7 minutes à 72°C.  
 
Les produits PCR et l e marqueur de taille Smart Ladder (Eurobio) sont déposés sur un 
gel d’agarose 2% additionné de BET (brom ure d’éthydium ). La migration se fait à 200 V 
pendant une vingtaine de minutes dans du TBE 1X (Tris Borate EDTA), puis le gel est r évélé 
sous lampe UV et photographié. Pour l’optim isation des conditions PCR, on peut faire v arier le 
nombre de cycles (entre 30 et 40), la tem pérature d’hybridation, ainsi que la concentration en  
MgCl2. 
 
Après la séle ction, les clones bactérien s c ontenant les BAC sont étalés sur boite de  
milieu Luria Burtani (LB, 10 g/L de ba ctotryptone ; 5 g/L d’extrait de levure BCE ; NaCl 170 
mM ; H2Oqs p 1L) com plémenté en chlora mphénicol (12,5 µg/µL) et placé d ans une étuve à 
37°C toute une nuit. Trois clones sont sélectionnés pour chaque g ène. Une vérification du clone 
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est effectuée après culture en réalisant une PCR sur ADN bouilli af in de contrôler l’identité  du 
BAC purifié. L’ADN circulaire double  brin des BA Cs est extrait selon le protocole plasm id 
Midi Kit Tip (Qiagen). La purification s’effect ue par précipitation à l’éthanol. Les ADNs so nt 
dosés au nanodrop avant d’être stockés à -20°C. 
 
4.2. Marquage des sondes (gènes et peintures chromosomiques)  
La préparation des sondes fluorescentes comprend le marquage des sondes de peinture 
chromosomique ainsi que le marquage des BAC contenant les g ènes. Le s so ndes de peinture  
chromosomiques sont issues de chromosomes porcins triés  par cytométrie de flux (Yerle et al., 
1993) et ont été direct ement marquées par amorçage aléatoire avec un dUTP couplé avec un 
Alexa 568 (Invitrogen , Cergy Pontoise, France). Les 9 BAC isolés (Tableau 9) ont également 
été marqué par amorçage aléatoire mai s avec un dUTP couplé à un Alexa 488. La réaction de 
marquage se fait dans un volume final de 50µ L à l’aide du kit Bioprim e (In vitrogen, Cerg y 
Pontoise, Fra nce). Une quantité de 100ng d’ ADN (20.5µL) est m élangé avec des am orces 
aléatoires 2.5x (20µ L). Ce mélange est incubé 5 min à 100°C puis rapidement mis dans de la 
glace pendant 3 minutes. Un mélange contenant 5µL de 10x dNTP, 5µL de dUTP-Alexa, et une 
polymérase Klenow 40U/µL (1µL) est ensuite ajouté au mélange contenant l’ADN et placé à  
37°C pendant 7 heures. Un tam pon stop (5µL) met fin à la réaction de marquage. Les 
nucléotides non incorporés sont éliminés en utilisant une colonne G50 illustra (centrifugation 2 
min à 700g). Les ADN d es sondes so nt ensuite dosées au spect rophotomètre. Les sondes de 
peinture et le s BAC sont mélangés avant d’ être pré cipitées. Les produits de l a réaction sont  
précipités av ec 45 µL d’ ADN Cot-1 porcin à 1µg/µL (Appl ied Genetics  Laboratories,  
Melbourne, USA) et 40 µ L d 'ADN d e sperme  de sau mon à 10µ g/µL (Eurobio, Les Ulis, 
France). La spécificité de toutes les sondes a ét é testée par hy bridation in situ en fluorescence 
sur chromosomes en métaphase préparés à partir de ly mphocytes de porc selo n des protocoles 
déjà décrits (Yerle et al., 1994).  
 
4.3. Dépôt des macrophages sur lame et perméabilisation des 
noyaux. 
Pour les m acrophages, u ne suspension cellulaire d’en viron 10 6cellules/ml dans du  
RPMI 1640 a été déposé sur des lam es recouvertes  de pol y-lysine (CML, Nem ours, France) 
pendant 10 min pour permettre l' adhésion cellulaire. La fixation spécifique pour la conservation 
de la structure 3D a été effectuée à  t empérature a mbiante ave c du para-for maldéhyde 4% 
fraîchement préparé dans une solutio n tamponnée de PBS pendant 10  min suivie d' un lavage 
court en PBS  (1X). Le s lames ont été  immergées dans du PBS 1X contenant 20% de gly cérol 
pendant 30 min avant leur stockage à -20°C. 
 
Pour la perméabilisation des noy aux de macrophages, les lames stockées (-20 ° C) ont 
été rincées pendant 10 m in dans du PBS 1x et su ivi par un lavage 2 min en PBS 1X. Elles o nt 
ensuite été traitées avec un mélange de Triton X-100 (0,5%) et de saponine (0,5%) dans du PBS 
1X pendant 15 min à température ambiante. Après un bref lavage en PBS 1X (2 min), les lames 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 25 : Exemple du traitement par NEMO d’un champ de noyau capturé en 
microscopie confocale.  
1) Images brutes : les cellules sont découpées. 2) Représentation des cellules découpées 
et numérotation sur le champ confocal. 3) Listes des cellules découpées dans le champ.  
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ont été immergées dans du Tris-HCl 0,1 M pH 7,2 pendant 5 min. Les lames sont alors plongées 
dans un bain  de PBS 1X à 20%  de g lycérol pendant 30 m in à tem pérature am biante, puis 
plongées 6 fois dans l'az ote liquide (e n laissant dégeler entre c haque passage). Un lavage e n 
PBS 1X pendant 5 min, est suivi d’un traitement avec 200 mg/ml de RNase A pendant 30 min à 
37°C. Les cellules sont ensuite lavées d ans une solution saline de citrate de sodium (SSC) 2X 
pendant 5 m in et traitées à l’acide HCl 0,1 N pendant 2 x 15 m in à température ambiante. Les 
lames sont enfin lavées dans du SSC 2X penda nt 5 m in et incubées dans un m élange 2X  
SSC/formamide à 50% pendant au moins 3 jours à 4°C. 
 
4.4. Hybridation In Situ en Fluorescence 
Pour l’hybridation, les sondes sont séch ées puis r eprises dans du milieu d’ hybridation 
(2X SSC à 50% de form amide). Environ 16 µL de milieu d’ hybridation sont déposés sur les 
lames. Les  cellules et l es sondes sont e nsuite dénaturées simultanément par  la chaleur à 75° C 
pendant 8 m in et incubées 72 h à 37°C. Toute la  procédure est réalisé e dans un hybridiz er 
DAKO. Les lavages cons écutifs à l’ hybridation sont effectués par i mmersion dans des bains  
successifs : 2X SSC à température ambiante 2 x 15 min, 2X SSC à 50% de forma mide (pH 7) à 
45°C 3 fois 15 min, et 0,1X SSC à 50°C 3 fois 15 min. Les no yaux sont contre-colorés avec du 
DAPI (4' , 6'diam idino-2-phényl indole) en m ilieu Vectashield  (Clinisciences, Montrouge,  
France).  
 
4.5. Analyse en microscopie confocale 
La microscopie confocale a été ré alisée à la pl ateforme d’ imagerie de l’IFR40 
(http://tri.ups-tlse.fr/index.php) avec  un m icroscope confocal Leica  TC S SP2 (Le ica 
Instruments, Heidelberg, Allemagne) équipé d' un objectif à immersion (plan achromatique × 63 
na 1,4). Les séries d’im age en Z ont été acquises  à 1.024 × 1.024 pixels par image en utilisant  
une résolution de 8 bits pour chaque canal et une taille de voxel consta nt de 0,077 × 0,077 × 
0,244 µm. Le plus souvent, une pile de 45 plans confocaux a été acquise.  
 
4.6. Analyse d’images avec le logiciel NEMO 
Les images i ssues de l’ acquisition confocale sont traitées  par l e logiciel dédié NEM O 
(Iannuccelli et al., 2010) . Dans une prem ière étape, toutes les cellules d’un cham p sont 
individualisées et numérotées (Figure 25). Cette étape peut être automatisée par le logiciel. 
 
A partir des images brutes des cellules individuelles, le logiciel va construire un modèle 
en 3D contenant les objets segmentés. Plusieurs paramètres sont définis : les filtres de traitement 
des images brutes (filtre médian 3D, filt re TopHat 3D, morphologie mathématique) ainsi que la 
résolution des images en x,y et en z. Les autres  critères pour la validation de l'objet segmenté 
sont les valeurs minimales et maximales du « Signal Noise Ratio » (SNR), le volume minimum 
et maximum des objets et leur nom bre. Ces para mètres sont définis une fois po ur chaque t ype 
d'objet (noyau, gènes et territoires chromosomiques) et appliqués à tous les noyaux du champ.  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 26 : Exemple de fenêtre d'analyse NEMO 
La liste d es cellules d’un champ est représentée à gauche (1). Pour chaque cellule, les  
objets anal ysés et  seg mentés sont  dé finis dans u n m enu déroulant. Les im ages 
segmentées et les im ages brutes de c haque cellule son t représentées à d roite (2) et 
permettent de valider la segmentation des objets. Les mesures effectuées sur les objets 
segmentés d’une cellule sont données en bas de l a fenêtre (3) et sont ensuite stockées 
dans une base de données. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure  27 : Schéma des mesures 3D réalisées dans les noyaux de macrophages. 
A. La distance  radiale des gènes (vert) est obtenue e n di visant l a di stance ce ntre d u 
gène-centre du noyau (a) par le rayon local (b). B. Les valeurs de distances (d) entre le 
centre des gènes et la p ériphérie de leurs territoires chromosomiques sont positives si 
les pourcentages de c o-localisation (du gène dans le TC) sont inférieurs à 5 0%. Pour 
des co -localisations su périeures à 50 % un  si gne né gatif est  affect é à la val eur de  
distance. 
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Les résultats de segmentation pour chaque cellule sont validés par comparaison visuelle 
avec l'image brute (Figure 26). Cette comparaison a dé montré avec succès l 'identification et la 
segmentation de plus de 95%  des signaux FI SH. L'interfa ce NEMO fournit les distances  
euclidiennes 3D entre objets (gènes, TC  ou noy aux) en tenant compte des re solutions en x,y  et 
en z : distances centre à c entre, bord à centre et bord à bord. Le  centre d’un objet est défini 
comme étant l’isobarycentre de l’objet. Le bord d’un objet est défini par la détection des pix els 
en bordure des objets après segmentation. L’angle entre les objets, tout comme les pourcentages 
de colocalisation d ’un objet dans un  autre (ex : gène dans le TC) sont également fournis par le 
logiciel. D’ autres caractér istiques sont disponi bles pour un objet : coordonnées dans l’ image, 
volume, aire, compacité, rayon local et distance de feret.  
 
4.7. Utilisation des mesures 3D 
 
Définition des distances radiales des gènes dans le noyau 
Pour déterminer la position radiale d’un gène dans le noyau, deux distances fournies par 
l’analyse NEMO ont été utilisées : l a distance centre du noy au - c entre du gène (a) et le r ayon 
local (ray on passant par  l e gène) du n oyau (b). Le rapport a/b permet d e définir la position 
radiale de chaque gène (Figure 27A). La normalisation par le rayon du noyau est indispensable 
pour s’affranchir de l’hétérogénéité de la taille des n oyaux. Pour un gène au centre du noyau la 
valeur sera p roche de 0, inversem ent u n gène périphérique présentera une valeur de distance 
radiale proche de 1.  
 
Les distributions cum ulées des positions radiales ont perm is de co mparer les deux 
conditions (contrôle et activée). Les tests statistiques sont menés en utilisant le t est 
Kolmogorov-Smirnov. La distribution observée de la position radiale a également été comparée 
(Kolmogorov-Smirnov) à une distribution théorique sous l'hypothèse que les gènes sont tirés au 
hasard et indépendamment avec une probabilité uniforme de répartition dans une sphèr e 
(représentant le noyau). Les P-values inférieures à 0,0 5 sont considérées comme significatives. 
La distribution théorique cumulée est donnée par: 
 
P (X <d) = d3 pour 0 <d <1, où X est la position radiale au hasard 
 
Définition des groupes de positions des gènes par rapport aux TC 
Les distances définies entre le centre du gène et le bord du territoire chromosomique ont 
permis de déterm iner la position relative des gènes par rapport à  leurs territoires 
chromosomiques. Ces dist ances ne donnent pas d’ indication sur l a position ré elle du gène qui 
peut être interne ou externe au territoire chromosomique. Les pourcentages de colocalisation des 
gènes dans l es TC  ont per mis de polariser ces dis tances. Un si gne négatif a  été ajouté a ux 
distances de s gènes qui présentent plus de 50% de colocalisation avec leur territoire  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure  28 : Schéma du principe de mesure MIRO 
La position des gènes est donnée pour chaque cellule par l’analyse NEMO. 1) Avec les 
coordonnées des gènes, une sphère de 0,5µm de rayon (12 pixels en xy, 4 pixels en z) 
est définie (représentée par 1 cercle en  pointillé) dans laquelle l’intensité du canal du 
TC est mesuré. 2) Si le g ène est à l’extérieur de son TC, l’intensité de fluorescence de 
la sphère est faible (-), inversement si le gène est à l’in térieur de son TC, l’intensité de 
fluorescence de la sphère est forte (+).  
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chromosomique, comme s chématisé (Figure 27B ). Ces valeurs s ont ensuites divisées en trois  
groupes d’effectifs: 
- Un effectif comprenant les valeurs négatives. Ce qui correspond aux gènes localisés 
à l’intérieur des territoires chromosomiques. 
- Un effectif comprenant les valeurs nu lles. Ce qui correspond aux gènes positionnés 
à moins d’un pixel du bord du territoire chromosomique. 
- Un effectif comprenant les valeurs positives. Ce qui correspond aux gènes localisés 
à l’extérieur des territoires chromosomiques. 
Un test de χ2 a été utilisé pour com parer les distr ibutions dans ces trois catégories 
(Intérieur, Bord, Extérieur) entre les conditions expérimentales (contrôle et activée). Dans ce cas 
également, les P-values inférieures à 0,05 sont considérées comme significatives. 
 
4.8. Analyse de la densité chromatinienne avec le logiciel MIRO 
Une méthode co mplémentaire à l’utilisati on de la seg mentation a également été 
utilisée : MIRO. Ce module additionnel dével oppé au laboratoi re par Eddie  Iannuccelli et 
Thomas Boudier implémenté dans Image J, permet grâce aux coordonnées issues de NEMO de 
définir l’ environnement de fluorescence aut our d’un gène afin d’ évaluer la densité 
chromatinienne (TC) autour du gène ( Figure 28). A partir des coordonnées de position ( x, y, z) 
de chaque gène, MIRO définit une sphère dont l e ray on est paramétrable et dans laquelle 
plusieurs mesures sont effe ctuées. Pour tester c ette approche, un ray on de 6 pixels en x,y  et 2  
pixels en z a  été utilisé, en accord avec la di fférence de résolution qu e présentent les voxels.  
Cette sphère représente environ 1/1000 du volume nucléaire. Dans cette approche, les différents 
paramètres mesurés par MIRO dans cette sphère fournissent :  
- La moyenne d’ intensité de fluorescence da ns la sphère n ormalisée pa r l a 
fluorescence totale du noyau.  
- La variance de la fluorescence, qui défin it si la fluorescence d ans la sphère es t 
homogène.  
Les données obtenues sont com parées selon les différentes con ditions (cont rôle et  
activé). Des analyses de variances sont utilisées pour  définir la significativité des différen ces 
observées. Les P-values inférieures à 0,05 sont considérées comme significatives 
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Figure  29 : Macrophages observés par coloration May Grunwald Giemsa. 
Les macrophages présentent un cy toplasme important, des ancrages sur le support se 
traduisant par des  pse udopodes. Le  cy toplasme des macrophages présente une 
coloration azurophile liée aux granules lysosomales, le noyau est coloré en violet. 
 
 
 
 
 
Tableau 9 : Comptage des macrophages après coloration MGG 
 
Exp. Lame Cellules totales macrophages % macrophages 
1 217 165 76,0% 
1 
2 155 92 59,4% 
3 176 127 72,2% 
2 
4 91 82 90,1% 
5 203 115 56,7% 
3 
6 85 57 67,1% 
7 227 154 67,8% 
4 
8 187 133 71,1% 
 Moyenne 1341 925 70,0% 
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1. Mise en place du modèle. 
 
1.1. Obtention et différenciation des monocytes en macrophages 
L’obtention de macrophages derivés d e monocytes a nécessité la mise au point d ’un 
protocole d ’extraction spécifique. La mise au point a été conduite sur 4 paramètres : la durée 
d’incubation des monocytes, le support  de culture, le milieu de culture et  la sélection positive 
des macrophages par i mmunomarquage. Ce travail de 6 m ois a nécessit é 30 pri ses de sang sur  
12 porcelets différents. Les mises au point effectuées ont permis d’augmenter la survie cellulaire 
à 4 jours et  la proporti on de m acrophages matures. L ’ajout du facteur de croissance et de 
différenciation, GM-CSF, a perm is d’augmente r de manière im portante le taux de cellules 
présentant un phénot ype de macrophage. L’ immunosélection conduite sur les macrophages a 
permis l a s élection exclus ive des c ellules C D14+. S i le no mbre de cellules  ré cupérées a p eu 
augmenté au cours de la mise au point du protocole, la qualité et la spécificité des cellules 
obtenues ont  été grandement am éliorées. Le prot ocole d’o btention et de dif férenciation des 
monocytes en macrophages présente un rendeme nt d’envir on 25%. La quantité moyenne 
obtenue à partir de 40 ml de sang est de 9,8x106 macrophages. 
 
Cette mise au point a également mis en évidence que la quantité de monocytes sanguins 
est variable en fonctio n des animaux et de le ur âge.  La form ule sanguine des porcs s’i nverse 
entre 9 et 11 semaines en réduisant légèrement la quantité de monocytes du sang circulant. 
 
1.2. Evaluation de la pureté cellulaire 
A l’issue de l a culture et de l’imm uno-sélection, la pureté cellulaire a été évalu ée. Les 
cellules qui co mposent les cellules mononucléées du sang  périphérique présentent  des 
morphologies très différentes qui permettent une  év aluation précise par un c omptage visuel 
après une co loration Ma y Grunwald Giemsa (MGG) ( Figure 29 ). Les ly mphocytes sont de 
petites cellul es rondes qui présentent très peu de cy toplasme. Les macrophages au contraire,  
sont de grosses cellules à morphologie variable qui présentent un im portant cytoplasme et d es 
pseudopodes. 
 
Un effectif de 1341 cellules a été compté, regroupant quatre expériences différentes. Le 
détail de cette évaluation est présenté dans le Tableau 9 . Le po urcentage de macrophages est 
évalué à 70% de la pop ulation totale. Les autres cellules sont majoritairement des macrophages 
qui présentent une structure altérée (cellules mortes) et quelques lymphocytes. 
 
Pour obtenir  une évaluation plus précise, une approche par cy tométrie de flux a 
également été réalisé. Deux m arqueurs de surface spécifiques de la population m acrophage ont 
été utilisés : CD163 (Onofre et al., 2009) et SWC3 (E zquerra et al., 2009). L'analyse révèle une 
proportion de macrophages du même ordre de grandeur que celle es timée avec la coloration en 
MGG. Environ 68% des  cellules sont positives pour les deux marqueurs (Figure 30 ) et  
 
 
 
Figure 30 : Analyse par 
cytométrie de flux de la pureté 
de la population de 
macrophages obtenue après 
différenciation des monocytes. 
Les m acrophages en c ulture ont  
été marqués avec les anticorps  
murins spéci fiques des 
marqueurs in diqués ( CD163 et  
SWC3). Le marquage est détecté 
suite à l 'ajout d’un ant icorps de 
chèvre anti-souris conjugué avec 
RPE. Le dot blot est représ enté 
en haut. Dans ce graphe, chaque 
cellule analysée est pointée s elon 
sa taille et sa granulométrie. Pour 
les fenêtres  (1, 2, 3), les graphes 
représentent le nombre (axe X) et 
le niveau de fluorescence é mise 
(axe Y) par les cellules 
marquées. L’i sotype d u c ontrôle 
négatif de m arquage (c onjugué) 
est i ndiqué dans l a première 
onne.  
 
1 11 
3 2 233 2 
col
 
 
 
 
 
 
Figure 31 : Production de cytokines par les macrophages en fonction de la 
x et des l ettres différentes 
B. Production d’ IL1β en présence de différents activateurs.  
 
présence de différents activateurs. 
Les comparaisons entre conditions ont été faite s deux à deu
(a, b, c et d) indiquent une différence significative (p<0,05). 
A. Production de TNFα en présence de différents activateurs. 
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constituent la population d’intérêt. Les autres fracti ons détectées sont estim ées par leur taille et 
leur granulo métrie comme étant des macrophages indifférenciés (m onocytes) ou d es 
lymphocytes et des cellules mortes. Ces cellules représentent respectivement autour de 12% et 
de 20% de l’effectif total. 
 
1.3. Systèmes d’activation 
Les macrophages en tant que cellules immun itaires peuvent être activés par différen ts 
stimuli. Pour définir la meilleure activation des macrophages, plusieurs a ctivateurs des cellules 
immunitaires ont été testés. Ces co mposés ont p our cela été rajoutés au m ilieu de culture. La 
PMA (Phorbol Myristate Acetate), activateur des l ymphocytes, l’IFNγ, et le li popolysaccharide 
(LPS) qui est reconnu pa r les récepteurs TLR4 des macrophages ont été testés. Enfin, pour  
mimer l’inflammation, un mélange LPS/IFNγ a été réalisé. 
 
L’approche choisie po ur évaluer l’activation des cellules est la méthode ELISA. Cette 
approche a permis de mesurer le taux des cy tokines pro-inflammatoires TNFα et IL1β dans les 
surnageants de culture. Les macrophages produisent naturellement ces cytokines inflammatoires 
mais cette production augmente nettement suite au  processus d 'activation. Les résultats obtenus 
sont présentés dans la Figure 31 . De ces différen ts protocoles d’activation, il apparaît que  
l’interféron seul n’induit ni la producti on de TNF α ni celle d’IL 1β, contrairement au LPS qui  
induit u ne augmentation significa tive de la production de TNF α d’un facteur 10 quelles que 
soient les concentrations utilisées ( Figure 31A ). Pour IL1 β, l’augmentation est égale ment 
significative mais apparaît dépenda nte de la quant ité d’activateur ( Figure 31B ). La PMA 
conduit à un e aug mentation significative de la production de TNF α d’un facteur 14 et la 
production d ’IL1β d’u n facteur 13. Néan moins, l’in duction la plus forte est o bservée pour le 
couplage LP S/IFNγ notamment pour TNF α. Pour IL1β, l’ induction est m aximale que ce soit 
avec le LPS seul (10 µg/m l) ou couplé avec l ’IFNγ. Pour les expérienc es qui ont s uivi, 
l’activateur utilisé en routine est le couplage LPS (10 µg/ml)/IFNγ (1 ng/ml). 
 
1.4. Effet de la toxine T-2 
 
1.4.1. Sur l’intégrité cellulaire 
Après la définition des p aramètres d’activ ation des macrophages, l’étape suivante a 
consisté à observer les effets de la toxine T-2 su r l’i ntégrité des macrophages. Différentes 
concentrations ont été utilisées a fin de défini r la dose ay ant l’ effet le plus marqué. L es 
concentrations utilisées sont équivalentes à une consommation variant de 0.01 à 20 m g/kg 
d’aliment ingéré en considérant une absorption de 5% de l’aliment et une con version de 5 0% 
par transfert dans le sang.  
 
Un test de cy totoxicité a été réalisé pour déte rminer si l’effet toxiq ue de la T-2 est dû à 
une rupture  brutale de l’hom éostasie cellula ire. Par ce t est, la quantitée de lac tate 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 32 : Taux de cellules lysées en fonction de la quantité de toxine T-2 
Chaque c ourbe rep résente l a no rmalisation d u dosage de l a l actate dés hydrogénase 
présente d ans le milieu selon la d ose de toxine aj outé su r la quantité to tale. Cette 
normalisation reflète le tau x de lyse cellulaire. Les trois courbes di fférentes 
représentent les macrophages issus de trois individus différents. 
 
 
 
 
 
 
Figure 33 : Effets de la toxine T-2 sur la production des cytokines pro-
inflammatoires TNFα et IL1β.  
Le dosage des cytokines a été réalisé sur des macrophages quiescents (barre grise), des 
macrophages act ivés par L PS (1 0 µg/ ml) + IFN γ (1 ng/ml) (barre  bleu) et de s 
macrophages activés so umis aux différentes co ncentrations de t oxines i ndiquées 
(barres rouges). Les lettres a, b, c et  d indiquent les d ifférences significatives (p<0,05) 
entre les conditions testées. 
(A) Production de TNFα en fonction des différentes conditions. 
(B) Production d’IL1β en fonction des différentes conditions. 
 
Résultats 
 
 
 
Romain solinhac  60 
Thèse en génétique / 2011 
Institut national de la recherche agronomique  Toulouse 
déshydrogénase présente dans le milieu de cu lture a été définie. Ap rès normalisation, la 
concentration totale de cette enzy me cy tosolique dans les puits de culture indi que un tau x de 
lyse cellulaire ( Figure 32). Pour des co ncentrations de 0 à 3 nM de toxine T-2 , le taux de l yse 
cellulaire est faible entre 5 % et 30 % selon les individus. Une tra nsition est observée entre 3 et 
30 nM où le pourcentage de cellules lysées augmente de manière importante, et ce, pour les trois 
animaux testés. Au dessus d’une concentration de 30 nM, le taux de survie est faible entre 5 % 
et 30 % . La baisse de production de cy tokines i nflammatoires o bservée est couplée à la l yse 
cellulaire des macrophages. L’effet de la toxine  T-2 sur les macrophages dérivés de monocytes 
est important puisque u ne dose supérieure à 3 nM conduit à une destruction des membranes, 
observable en microscopie (données non exposées).  
 
L’effet de la toxine T-2 su r la producti on des c ytokines a également été observé pour  
des doses non-cy totoxiques (entre 0,1 et 3 nM). L’exposition à la toxine est réalisée 1 heur e 
avant l’ajout de LPS/IFNγ. Cette induction a posteriori a été décidée pour éviter une mise en 
place rapide des voies de signalisation qui limiterait l’observation de l’effet toxique. Aucun effet 
sur la pro duction de c ytokines pro-i nflammatoires TNF α et IL1 β n ’est o bservé pour des 
concentrations très faibles de toxine T-2 (Figure 33A et 33B). Les doses supérieures à 3 nM ont 
un effet significatif sur la production d e TNFα et  d’IL1β par les macrophages (Données n on 
présentées). Dans ces deux cas, les di minutions dans la production de ces cy tokines sont en lien 
direct avec le taux de lyse cellulaire. 
 
L’intérêt de cette étude est de voir les e ffets de cette toxine  sur le s par amètres 
physiologiques de la cellu le. La dose la plus fo rte tolérée par les cellules (3 nM) a été utilisée 
pour les expériences suivantes sur l ’analyse des récepteurs TLRs ainsi que pour les expériences 
de transcriptomique. 
 
 
1.4.2. Sur la production de cytokines via la réponse TLR dépendante 
La réponse i nnée induite par la reconnaissan ce des PAMPs passe par les r écepteurs 
TLRs. L’activation spécifique d’un réc epteur est  rendue possibl e par l’utilisa tion d’agonis tes 
spécifiques présentés dans « Matériels et Méthodes ». Les TLRs induisent l’activation cellulaire 
et avec elle la production des cy tokines inflammatoires. La toxine T-2 a un effet sur l’intégri té 
cellulaire à  f orte dose ( Figure 34 ). A faible dose comme tous les trichothécènes, elle ag it 
directement s ur les ribosomes. M ais l es effet s d’ une faible dose de toxi ne T-2 sur la répo nse 
modulée par  les récepteu rs TLRs n’ ont jamais été observés. Pour réaliser cette étude, L es 
macrophages ont  été incubés 1 heure en présence d’une dose non c ytotoxique de T-2 ( 3 nM) 
avant l’ajout des différents agonistes des TLRs (1 à 9).  
 
La productio n de TNF α a été mesurée pour to utes les activations ( Figure 34A ). L es 
données présentées sont normalisées par la production basale de cytokine dans des macrophages 
non stim ulés. Les concentrations indiquées co rrespondent toujours à une induction par les 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 34 : Effet de la Toxine T-2 sur la production de cytokines induite par la 
reconnaissance TLR. 
A. Production de TNFα en présence d’agonistes spécifiques des récepteurs TLRs et en 
présence (rouge) ou non (bleu) de toxine T-2.  
B. Production d’IL1β en présence d’agonistes spécifiques des  récepteurs TLRs et  en 
présence (rouge) ou non (bleu) de toxine T-2. 
Les quantités présentées sont normalisées par l’expression basale de ces cytokines dans 
les macrophages quiescents. (* P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001).  
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différents agonistes. Tous  les TLRs ne réagissent cependant pas de la même manière. L a 
production de TNFα est i mportante si l’activation cellulaire se fait via les TL R2, 3, 4 et 5. L a 
dose la plus forte est observée avec un e induction par le LPS via le TLR 4. La production de 
TNFα est plus faible lors de l’ induction par TLR1 et TLR6, tout comme pour les récepteurs  
TLR7, TLR8 et TLR9. La toxine T-2 diminue la production de TNFα via certains récepteurs. La 
réponse des TLR1, 2, 3 et 5 est réduite signifi cativement en pré sence de toxi ne. Une tendanc e 
apparaît également pour TLR4. La prod uction de TNFα via les autres rec epteurs (TLR6, TLR7, 
TLR8 et TLR9) n’est pas affectée par la présence de toxine T-2. 
 
De même, la production d’IL1β a été mesurée pour toutes les activations ( Figure 34B). 
Comme pour le TNF α, les données présentées ont été nor malisées par l’ expression basale de 
cette cytokine dans des macrophages quiescents. L’induction de la production d’IL1β n’est pas 
mise en place par les mêmes récepteurs. Il apparaît que ce sont les récepteurs TLR1 et TLR6 qui 
induisent la plus forte production d ’IL1β. L’ activation cellulaire via les autres récepte urs 
présente une production de cy tokine plus faible. L’ effet de la toxine T-2 sur la production 
d’IL1β apparaît affecte r les mêmes récepteurs (TLR1, 2, 3 et 5). Cependant seuls trois d’ entre 
eux présentent une diminution significative de cette production : TLR1,  TLR3 et TLR5. Tout 
comme pour la production de TNF α, les réponses des récepteurs TLR2, 4, 6, 7, 8 et 9 ne s ont 
pas affectées par la présence de toxine. 
  
Globalement sur la réponse induite par les TLRs,  la toxine a un effet inhibiteu r qui est 
observé sur quatre récept eurs : TLR1, TLR2 (pour  TNF α seulement), TLR3 et TLR5. La 
production de cytokines via les TLR 7, 8 et 9 n’apparaît pas influencée par la présence de toxine 
T-2. Cependant, l’ activation via ces réc epteurs est el le-même faible. Une action spécifique sur  
les voies de signalisation ou sur les récepteurs eux-mêmes est privilégiée d’autant qu’un effet lié 
uniquement à la biogénèse altérée des ribosomes aurait affecté tous les récepteurs. 
 
Ces résultats préliminaires très intéressants méritaient d’être approfondis. Ils ont été 
repris par Julie Seeboth et Laurence Guzylack au laboratoire de pharmacologie toxicologie qui 
poursuivent cette analyse sur les macrophages alvéolaires. Ces cellules présentent l’avantage 
de pouvoir être obtenues en quantités importantes et avec une très grande pureté. Le protocole 
d’extraction de ces cellules, qui a été mis en place plus tard au cours de cette thèse nécessite 
néanmoins l’abbatage des animaux. Les données obtenues avec les macrophages alvéolaires 
montrent a priori le même comportement, la toxine T-2 diminuant la réponse des cytokines 
TNFα et IL1β mais également la production de monoxyde d’azote. 
 
2. L’effet de l’activation des macrophages  sur l’expression des 
gènes 
 
Les approches transcripto miques ont été condu ites en utilisant une puce dédiée. Le but 
de cette approche était d’analyser le profil d’expression des gènes dans les macrophages soumis 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 35 : Diagramme de Venn représentant le nombre de gènes trouvés 
différentiellement exprimés entre les conditions testées.  
Le diagramme de gauche représente la to talité des gènes trouvés sous-exprimés entre 
les d ifférentes con ditions. Le d iagramme de droite représen te la t otalité d es gènes 
trouvés sur-ex primés en tre les d ifférentes con ditions. Pou r ch aque d iagramme, 
l’effectif des gènes non affectés par un changement d’état est prése nté en bas à droite. 
Chaque cercle correspond à l a comparaison des transcriptomes entre deux conditions : 
LPSvsCtrol compare l’état contrôle à l’état activé, T2vsCtrol compare l’état contrôle à 
l’état activé + toxine , T2vs LPS com pare l’état activé + toxine à l’éta t activé. Les  
intersections en tre les d ifférents cercles correspondent a ux g ènes c ommuns da ns l es 
comparaisons entre états. 
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à l’activation. De plus, l’étude était également menée sur l’effet de l’activation en présence de la 
toxine T-2 afin d’ analyser l’ effet de s mycotoxines sur l’ expression des gènes puis sur 
l’organisation nucléaire dans les macrophages. 
 
2.1. Analyse des différents transcriptomes des macrophages 
L'analyse des  profils d'expr ession génique des macrophages au re pos et sti mulés a été 
réalisée en utilisant la puce SLA-RI/NRSP8-13K porcine qui com prend un ensemble 
d'oligonucléotides ciblant le sy stème immunitair e et le co mplexe Swine Leu cocyte Antig ens 
(SLA-RI). Cette puce co ntient également un ensemble d’olig onucléotides pan-génom ique 
(Qiagen-NRSP8) ainsi qu’une série de contrôles positifs et négatifs, totalisant 19200 sonde s 
(Gao et al., 2010). Les cellules provenant de cinq porcelets différents ont été cultivées et 
activées indépendamment. Tous les ARN ont été extrait s simultanément. Une quantité 
équivalente d' ARN a ét é utilisée pour le m arquage et l' hybridation ultérieure. Avec les 
contraintes de quantités li ées au modèle cellulaire, le modèle expérimental a été construit pour 
comparer nos conditions à l' aide d 'une réfé rence co mmune. Cett e référence commune a ét é 
comparée au x différentes conditi ons t estées : m acrophages quiescents, m acrophages activés 
LPS+IFNγ, et macrophages activés LPS+IFNγ en présence de 3 nM de T-2. 
 
Les différents filtrages de nos données ont cond uit à l’élimination des informations non 
pertinentes comme les témoins de marquage et les sondes saturantes (représentant environ 1% 
des sondes totales). De plus, si l’ information n’a pas été observée sur au moins 12 des 15 lames 
testées (5 lames / condition), elle a été supprim ée de l’analyse. Après toutes ces étapes, 1 1124 
sondes ont été retenues pour l’ analyse statistique soit environ 58% des sondes présentes sur l a 
puce. Cette analyse statistique menée sur l es données brutes montre un total de 402 gènes 
différentiellement exprimés (p-value=0,05) entre les trois condit ions après un filtrage de type 
Lœss (Figure 35). Parmi ces gènes, 148 sont sous-exprimés lorsque l’on compare les différentes 
conditions d’activation des macrophages (Contrôle, Activé LPS-IFNγ, Activé T-2 + LPS-IFNγ), 
alors que 254 sont sur-exprimés. Cette première sélection avec une p-value non corrigée indique 
une pl us for te proport ion de gènes s ur-exprimés par rapport  aux sous-ex primés lors d e 
l’activation des cellules. 
 
Plus particulièrement, il apparaît que 2 20 gènes son t différentiellem ent exprimés (6 5 
gènes sous-exprimés et 155 gènes sur-exprimés) entre la condition contrôle et la condition LPS-
IFNγ. En co mparaison, l e no mbre de gènes diffé rentiels entre la condition contrôle et la 
condition T- 2 + LPS-IFN γ est plus im portant (8 7 gèn es sous-exprimés et 213 gènes sur-
exprimés). Il  apparaît égalem ent des g ènes dont  l’ expression varie de la même manière (22 
sous-exprimés et 120 sur-exprimés)  lors d’une activation LPS-IFN γ et d’une activation T-2 + 
LPS-IFNγ, toutes deux com parées à l ’état contrôle. La com paraison directe entre les deux 
conditions d’activation « activée » et « activée + toxine » révèle un nom bre li mité de gènes 
régulés puisque 21 gènes apparaissent sous-exprimés et seule ment 10 sur-exprimés. Ce s gènes 
ne représentent que 7% des gènes trouvés différentiellement exprimés. 
 
Figure 36 : Assemblage hiérarchique des sondes trouvées différentiellement 
exprimées dans les macrophages après stimulation. 
A gauche sont représentées les 68 s ondes trouvées différentiellement exprimées après 
stimulation LPS- IFNγ. A  dr oite s ont rep résentées l es 7 5 s ondes t rouvées 
différentiellement exprimées après stimulation T-2  + LPS-IFN γ. Les gè nes ciblés par 
deux sondes sont indiqués par une étoile (*). 
 
 
 
 
 
Figure 37 : Répartition des gènes 
différentiellement exprimés sur le 
caryotype porcin.  
L’idéogramme « Ensembl Karyoview » 
indiquant l' emplacement chrom osomique 
des 60 gènes différentiellement exprimés 
(FDR <5%). Les flèches rouges indiquent 
les gènes  qui  présentent une 
augmentation de l eur e xpression, t andis 
que l es fl èches vert es re présentent ceu x 
qui montrent une diminution. Les fl èches 
marquées par une étoile (*) indiquent que 
deux gènes sont présents à cet endroit. 
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Les approches visant à analy ser l ’organisation nucl éaire (FISH 3D) ne po uvant être 
réalisées que sur un nom bre limité de gènes, une  méthode de sélection plus astringente a été 
appliquée, la False Discovery Rate (FDR), pour  ne pas considérer les faux positifs liés à la 
multiplicité des tests statistiques. Une liste beaucoup plus limitée de gènes a ainsi été considérée 
pour les expériences suivantes et est présentée ci-dessous. 
 
2.2. Les gènes régulés par l’activation LPS-IFNγ 
Cette co mparaison des macrophages cont rôles et activés a révélé 68 sondes 
différentiellement exprimées ( Figure 36) ciblant 60 gènes avec un taux de faux positifs de 5% 
(FDR). Dans ces sondes, 45 provenaient de l'ensemble pangénomique (66%) et 23 de l'ensemble 
SLA-RI (34%). Sept sondes montrent des profils  d’expression plus faibles (10%) alors que 61 
ont des profils d’ expression plus fort s (90%) lors de l'activatio n LPS-IFN γ. On observe une 
faible valeur du rapport  logarithmique pour ces gènes. Il est i mportant de not er que dans cette 
sélection, 8 gènes apparaîssant régulés sont ciblés avec les sondes des deux ensembles. Pour ces 
gènes, des niveaux d'expression concordants ont été obtenus. Il s'agit de l'IL1β et l'IL8 qui sont 
les principales cy tokines des mécanismes inflammatoires. Le commutateur g énéral du s ystème 
immunitaire NF-kB est r eprésenté da ns cette lis te par un gène codant  pour une protéine 
régulatrice du facteur nuc léaire kappa (NFKBI A). D’ autres gènes i mpliqués dans le s ystème 
immunitaire sont différentiellement exprimés sur les deux ensembles de sondes. Par mi ceux-ci, 
on trouve une protéine impliquée dans la stab ilité des endoso mes (SNX10), une thioltranferase 
impliquée dans le str ess oxydatif (GLRX1), une hélicas e qui régule la répo nse i mmunitaire 
innée (DHX58) et, une enzy me essentielle à l a défense innée ant ivirale (OAS2). Les 60 gène s 
différentiellement exprimés sont bien répartis dans le génome porcin et chaque chrom osome, 
sauf le chromosome 16 (SSC16 po ur Sus scrofa domestica 16), porte au m oins un de ces gènes 
(http://www.ensembl.org/index.html) (Figure 37). 
 
2.3. Les gènes régulés par l’activation T2 et LPS-IFNγ 
La comparaison des macrophages contrôles et activés en présence de toxine T-2 a révélé 
75 sondes di fférentiellement exprimées ( Figure 36 ) ciblant 68 gènes avec u n taux de faux 
positifs de 5% (FDR). Si x sondes m ontrent des profils de sous- expression (7%) alors que 69  
presentent des profils de sur-expression (93%) lors de l'activation LPS-IFN γ en présence de 
toxine T-2.  
 
Quand on com pare l es 2 conditions d’activation, T-2 + LPS-IF Nγ et  LPS-IFN γ, 53 
sondes présentent le même différenti el d’ expression ce qui re présente une correspondance 
d’environ 7 0% entre ces deux conditi ons d’activ ation. Dans cette sélection de 53 sondes, 7 
gènes sont ci blés par l es sondes des de ux ensembles (pangénomique et SLA- RI) et  présentent 
pour les deux sondes des différentiel s d’ expression concordant s (sur-expression). Il s’ agit 
d’IL1β, de SNX10, de GLRX1, de OAS2 et de DHX58. Les deux autres gènes sont une protéine 
induite par l ’interferon (I FIT2) et une protéine  impliquée dans la résistance au myxovirus 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 38 : Gel électrophorétique d'ARNs de macrophages soumis à différents 
stimuli  
(C=contrôle ; A=activation LPS/IFNγ ; A+T2= Activation+Toxine). Les bandes 28S et 
18S représentent les ARNs ribosomiques. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 39 : Analyse des données de puces à ADN par IPA. 
Nombre de gènes impliqués dans les principales catégories des f onctions biologiques. 
Les catégories associées à l'immunité sont présentées en noir. 
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(MX2). Parmi les 21 sondes sur- et sous-expri mées spécifiques de l’activation T2 + LPS-IFNγ, 
7 ne sont pas annotées sur le géno me porcin. Lors d’ une pré-exposition à la toxine T -2, 
l’activation L PS-IFNγ qui suit augm ente l’ expression de 14 gènes spécifique ment. Par mi ces 
gènes, on trouve deux cyt okines (CCL8, CXCL3) ai nsi que plusieurs gènes im pliqués dans la  
régulation de  la trancription (STAT1)  ou l ’apoptose (HMG tr ancription factor, CFLAR) . 
Cependant, ces gènes dont l’ expression n’est pas modifiée entre u ne condition contrôle et une 
activation L PS-IFNγ, ne présentent également pas de différences significatives entre un e 
condition LPS-IFN γ et  une condition T-2+LPS-IFN γ. Ainsi il s ne constituent pas de bo ns 
candidats pour com parer la position nucléaire selon 3 statuts d’expression corrrespondant  à 3  
états cellulaires différents.  
 
Au cours de cette analyse, l’effet de la toxine sur la grande sous-unité ribosomique dans 
le macrophage a été observé ( Figure 38 ). Bien que l’ expression des gènes soit faible ment 
affectée par la présence de  toxine T-2, l’ altération de la structure tertiaire de l’ARNr 28S a ét é 
observée sur les échantillons utilisés dans les expériences sur le transcriptome. 
 
2.4. Les réseaux de gènes 
L’analyse des gènes diffé rentiellement expr imés entre les conditions « contrôle » e t 
« activée LPS-IFNγ » a été conduite  avec deux approches com plémentaires. La prem ière 
approche utilisée, la méthode GSEA  (Subramanian et al., 2005), est gl obale et permet 
d’analyser un  ensem ble de gènes. En e ffet, cette méthode de calcul déterm ine si a priori un  
ensemble déf ini de gènes  m ontre des différences c oncordantes statistiquement significativ es 
entre deux ét ats biologiques. Cette approche nous  permet de mettre l'accent sur des ensembles 
de gènes (o u réseaux) a vant de se concentrer s ur les gènes  présentant des différent iels 
d’expression élevés. L es g ènes sont cl assés dans un e liste  selon leur différentiel d’ expression 
entre les deux états, puis un score d'enrichisse ment est calculé co mme décri t dans la partie  
« Matériels et Méthodes ». Cette analyse peut être menée en couplant les données avec les voies 
canoniques bien connues, les catégories ontologi ques et pour certaines esp èces, la position des 
gènes sur les chrom osomes. En utilisant cette approche, 20 ensembles de gènes ont été trou vés 
positivement régulés (Annexe 3), dont une voie r égulée par TNF α et sept par différents 
interférons. Les groupes de gènes im pliqués dans la maturation des cellules dendritiques ainsi  
que ceux impliqués lors de l'infection des fibroblastes sont aussi positivement enrichis. De plus,  
18 ensembles de gènes sont négativement régulés (Annexe 3). Dans ceux-ci, 2 sont  impliqués 
dans la stru cture du cy tosquelette et 2 autr es so nt liés aux protéines ribosom iques. Les 
ensembles définis avec ce modèle de macrophage porcin ne correspondent pas complètement à 
ceux présents dans les bases de données hu maines ou m urines. Les correspondances entr e 
espèces conduisent à la reconnaissance d’ environ la m oitié des gènes présents dans les 
ensembles définis. Cette approche no us a néanmoins permis d'obtenir une première vue globale 
des gènes impliqués lors de l'activation LPS-IFNγ. 
 
  
 
 
 
 
 
Figure 40 : Réseaux de gènes induits liés à l’activation LPS-IFNγ identifiés par 
IPA. 
a: réseau 1, b: réseau 2, c: réseau 3. Les gènes sur-exprimés sont présentés en rouge et 
les sous-exprimés en vert. L'intensité de la couleur est directement proportionnelle aux 
valeurs du changement observé signalé dans le tableau annexe 2 . Les c omposants de 
chaque ré seau i dentifiés pa r l' algorithme mais non détectés dans notre anal yse sont  
présentés en blanc. 
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Pour com pléter cett e anal yse, une autre approche : « Ingenuity Pathway Analysis » 
(IPA) a également été réalisée. Cette approche a permis de recueillir des informations sur les 60 
gènes différentiellement exprimés ainsi que sur leurs interactions potentielles. Trois réseaux  de 
gènes ont été construits à partir de cette liste. Les gènes soumis à l’analyse ont été catégorisés en 
différentes fonctions biol ogiques relativem ent à celles présentes dans le catal ogue Ingenui ty. 
Les trois fonctions les plus représentatives sont :  
 
- « Diseases and Disorders »  
- « Molecular and Cellular fonctions » 
- « Physiological System Development and Function » 
 
Plus précisément, dans chaque fonctio n, cinq grandes catégories ont été définies et sont 
présentées dans la Figure 39 . Parmi celles-ci, la catégorie « Genetic Disorder » (24 gènes) e st 
bien représen tée, probablement en r aison du nom bre important d 'éléments de régulation et de  
facteurs lié s à l’ induction des 60 gènes séle ctionnés. Les autres  grandes caté gories « antigen 
presentation » (22 gènes),  « haematological sy stem development and function » (23 gènes)  e t 
« cell mediated immune response » ( 21 gènes) sont claire ment liées au modèle cellulaire.  
Globalement, parm i les 1 5 catégories trouvées pa r l’analyse IPA, la m oitié (8) sont lié es à 
l'immunité. 
 
L’approche Ingenuit y a égalem ent permis la  construction de rés eaux de gènes. Trois  
réseaux présentant des sco res supérieurs à 5 (c' est-à-dire présentant une probabilité de 0,99 d e 
ne pas être générée par hasard) ont été construits (Figure 40). 
Le réseau 1 avec le plus haut score  (49) implique 20 gènes sur-exprimés (Figure 40a). 
Il est associ é au m ouvement cellulai re, au développem ent et  à la foncti on du s ystème 
hématologique, au mouvement des cellules immunitaires. Un nombre important de cytokines et 
de chimiokines telles que les interférons est lié à ce réseau. La p rotéine MAP kinase p38 est 
fortement impliquée dans ce réseau notamment par ces multiples interactions. 
Le réseau 2 présente un score de 25 et  regroupe 12 gènes, 11 étant sur-exprimés et  un 
sous-exprimé lors de l’activation du macrophage (Figure 40b). Impliqué dans le développement 
et la fonction du tissu conj onctif, la morphologie des tissus et le cancer, ce réseau est constitué 
autour de l'interféron gamma et du proto-oncogène MYC. 
Le réseau 3, avec le score le plus bas (1 9) regroupe 11 gènes, dont 8 sont sur-ex primés 
et 3 sous-exprimés (Figure 40c). Relatif à la mobilité cellulaire, le développement et la fonction 
du s ystème hé matologique et le trafic des cellu les i mmunitaires, ce rése au es t centré sur les 
cytokines IL1β et IL8, et comprend des complexes NFKBIA et de NFkB. 
 
Ces résultats montrent que les gènes d ominants tou chés par la stim ulation LPS-IFN γ 
sont ceux liés à l' immunité, le mouvement cellu laire et les interactions cellulaires, co mme 
attendu lors de la mise en place et le déroul ement de la réponse immunitaire. En out re, 
l'approche GSEA a souligné l'implication du cytosquelette et des protéines ribosomiques dans le 
processus d'activation. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau 10 : Liste des gènes sélectionnés pour l’analyse de l’organisation nucléaire 
    
Symbole  
du gène Fonction cellulaire  
Identifiant 
 du BAC  
Position 
chromosomique 
Séquence  
mRNA 
Séquence  
génomique 
NEDD4L 
enzyme (down regulation of 
the intracellular Na+ 
concentration) 
        
VIM type III intermediate filament (cytoskeleton) PigI0175A12 10q15-q17 DQ190948 AY368193 
LGALS3 
cytokine (chemo-attractant 
for monocytes, 
macrophages, and 
neutrophils) 
PigI0780A07 1q2.3-q2.4 NM_001142842 na 
TUBA3 microtubules component (cytoskeleton) PigI1096G01 5p1.2 NM_001044544 DQ084490 
IL1β 
cytokine (inflammatory 
response, cell proliferation, 
differentiation, and 
apoptosis) 
PigI0492C09 3q11-q14 NM_214055 X74568 
SLAMF7 membrane protein (NK cell activation)     
IL8 
cytokine (inflammatory 
response, chemo-attractant 
for neutrophils) 
PigI0957B06 8q1.2 NM_213867 AB057440 
CXCL10 
chemokine (chemo-
attractant for stimulated Th1 
cells and monocytes) 
PigI0150G01 8q1.2 NM_001008691  AY894692 
IGF2 hormone (development and growth) PigI0370D12 2p1.7 NM_213883 AY044828 
TNFα 
cytokine (inflammatory 
response, produced by 
macrophages) 
PigI0493A06 7p1.1 NM_214022 AJ251914 
ZAR1 proteic factor (oocyte-to-embryo transition) PigI0815E11 8p1.1-p1.2 NM_001129956 DQ231443 
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2.5. Choix des gènes différentiellement exprimés pour l’analyse de 
la position nucléaire. 
Pour répond re à la thématique posée, c'est -à-dire analy ser si une variation de 
l'expression des gènes (positive ou négative) s’accompagne d’un repositionnement dans l'espace 
nucléaire, pa rmi les  gènes  présentant une expr ession différentielle (analy se transcripto mique) 
Les 4 gènes les plus sous-exprimés lors de l’activation ont été sélectionnés : 
- NEDD4L (N eural precurs or cell Expressed D evelopmentally D own-regulated 4 -
Like), 
- VIM (Vimentin),  
- LGALS3 (lectin galactoside-binding soluble 3), 
- TUBA3 (Tubulin α 3),  
ainsi que les 4 gènes les plus sur-exprimés : 
- IL1β (Interleukin 1 β), 
- SLAMF7 (Signaling Lymphocytic Activation Molecule Family member 7), 
- IL8 (Interleukin 8), 
- CXCL10 (C-X-C motif Ligand 10).  
Un autre candidat a été  ajouté à la  liste des gène s sur-exprimés : TNFα de par son rôle 
important dans la régulation de l’inflammation (Bradley, 2008). Curieusement, ce gène n’est pas 
sorti de l’analy se du transcriptome, mais est néanmoins trouvé d ifférentiellement exprimé par 
PCR quantitative. Les sondes ciblant ce gène sur la puce ne sont pas bien définies (Rogel -
Gaillard co mmunication personnelle), ce qui expliquerait son absence dans les gènes 
différentiellement exprimés. 
 
Pour avoir une analy se complète, un gène qui ne présente pas  de variation significative 
entre les états d’activatio n du  m acrophage (contrô le et actif) a été ajouté à la liste : IGF2 
(Insulin Growth Factor 2), me mbre d e la fa mille des facteurs de croissance  polypeptidiques.  
Enfin un gène non exprimé a également été ajouté à l’analyse afin d’avoir un « gène témoin » : 
ZAR1 (Zy gote Arrest 1). Celui-ci est un gène  spécifique de l’o vocyte qui  participe à la 
transition de l’œuf à l'embryon. Les gènes sont listés dans le Tableau 10. 
 
Avant d'étudier leur local isation nucléaire , les expressions diff érentielles de s gène s 
choisis ont ét é validées  pa r PCR quanti tative en  te mps réel  (qRT -PCR). Le gène de ménage 
bêta-2-microglobuline a ét é inclu co mme référence pour la normal isation des d onnées. Afin de 
renforcer la comparaison entre les deux technologies, les PCR qua ntitatives ont été réalisées en 
utilisant les mêmes échantillons d'ARN que ceux util isés pour les expériences d e puces à ADN. 
Les variations de ratios o nt été cal culées dans l es deux cas. Le s résultats  so nt globalem ent 
concordants entre les deux approches mais le s variations d’ expression prése ntent une plus 
grande am plitude dans les expériences de  qRT-PCR par rapport à l'approche puce à ADN 
(Figure 41a). Des différen ces ont été observées pour deux gènes. En effet, bie n que NEDD4L  
ait été déterminé comme étant sous-exprimé par l'analyse puce à ADN, l’analyse qRT-PCR n'a 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 41 : Graphiques normalisés pour les niveaux d'expression d'ARNm dans 
les macrophages et les neutrophiles.  
a) Co mparaison d es m éthodes p uce à ADN et PCR q uantitative p our l’an alyse d es 
niveaux d'expression d'ARNm dans l es macrophages quiescents et  act ivés. b) Niveau 
d'expression d es AR Nm dans l es neut rophiles act ivés par rap port au x neut rophiles 
contrôles a nalysés par qR T-PCR. Pour c haque gène, l e ni veau d' expression dans l es 
cellules n on s timulées est  pri s com me référence . ( * P <0,05, ** P <0,01, *** P 
<0,001).  
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pas confir mé ce  ty pe de régulation. A l’ opposé, IGF2 qui ne présente  pa s d’ expression 
différentielle par les expériences de puce est  tro uvé sous-exprim é par qRT-PCR. La PCR 
quantitative étant une méthode plus pr écise, nous  avons élim iné NEDD4L et conservé IGF2 
pour l' analyse de la posit ion nucléaire par FISH 3D. La non-expression de ZAR1 dans les 
macrophages a été vérifiée par RT-PCR classique (Annexe 4). 
 
3. Analyse de la position nucléaire des gènes différentiellement 
exprimés par FISH 3D. 
 
Pour déterminer si l’or ganisation nucléaire  est modifiée dans les macrophages lors de 
l’activation, l’étape suivante a consisté à étudier la localisation nucléaire des gèn es sélectionnés 
et de leurs chromosomes associés par FISH 3D. L a co mbinaison m icroscopie confocale et 
analyse d'images 3D permet d’étudier le positionne ment nucléaire des gènes choisis par rapport 
au ray on nucléaire  mais aussi par  rap port à leurs territoires ch romosomiques. Nous avo ns 
comparé les données issues des deux états (quiescent et activé). 
 
La pre mière étape a  consisté à i soler d es B ACs contenant les gè nes sél ectionnés et  à 
vérifier leur l ocalisation par hy bridation in situ sur chrom osomes métaphasiques (Figure 42). 
Nous avons également vérifié la qualité des s ondes de peinture chrom osomique. Les sond es 
présentant une localisatio n différente de celle attendue ont été éli minées. Ainsi, SLAMF7,  
initialement sélectionné, a été rejet é de la liste, car la sonde utilisée ne cible pas le chromosome 
attendu (SSC 4). Les gène s sélectionnés se positionn ent sur différents chromosomes (SSC1, 
SSC2, SSC3, SSC5, SSC7, SSC8 et SS C10). Fait i ntéressant, trois gènes sur les 9 étudiés sont 
présents sur le même chromosome (SSC8) et présentent des statuts d'expression différents, deux 
étant sur-exprimés (IL8 et CXCL10) et un non exprimé (ZAR1). 
 
Nous avons ensuite utilisé les clones BACs dans des expérien ces FISH 3D sur des 
noyaux de macrophages dont la structure a été conservée (Figure 43). Pour chaque couple gène/ 
territoire chromosomique, des coupes optiques de 120 à 160 noyaux ont été générées, et ce, pour 
chaque état (repos et activé). Quatre-vingt-tro is pour cent des noy aux ont été sélectionnés et 
analysés. Les piles d 'images ont été  analy sées a vec le logic iels NEM O qui permet  la  
segmentation des objets dans les noy aux m ais ég alement de réa liser des mesures de distance 
entre ces objets comme décrit dans « Matériels et Méthodes ». 
 
3.1. Positions radiales  
Les distances 3D « centre du gène - centre du noyau » ont été mesurées pour les 9 gènes 
sélectionnés et ont été normalisées par rapport au rayon nucléaire de chaque cellule (Matériel et  
Méthodes). Cette normalisation perm et de rapporter la valeur du r ayon nucléaire à 1 et ainsi de 
pouvoir comparer les cellules qui présentent une hé térogénéité dans la ta ille de leur noyau. Ces 
distances radiales cal culées pour les deux état s d’ activation (quiescent et activé) sont 
représentées dans la Figure 44. Un test de Kolmogorov-Smirnov a été conduit pour déterm iner 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 42 : Vérification de la localisation des gènes par FISH 2D. 
Chaque s onde B AC co ntenant u n gène ( marquée en vert avec l ’alexa 488) a été  
combinée avec la sonde de peinture chromosomique correspondante (marquée en rouge 
par l’alexa 568) et a été hybridée sur des chromosomes porcins (colorés en bleu avec 
du DAPI). 
 
 
 
 
 
 
  
Figure 43 : Analyse de la position nucléaire des gènes par FISH 3D  
Galerie d’images montrant des noyaux de macrophages et de  neutrophiles (quiescents ou 
activés) et de fibroblastes structurelle ment prése rvés aprè s hybridation avec les sonde s 
spécifiques de s territoi res c hromosomiques (rouge) et  les sondes B AC contena nt les  
gènes (vert). Les projections de l’intensité maximale des piles d’images confocales sont 
présentées. L’ADN dans le noyau est coloré en DAPI (bleu).  
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Figure 44 : Distribution radiale des gènes dans les macrophages au repos et 
activés. 
(a - i) Graphiques des fréquences cu mulées d es po sitions rad iales pou r chaque g ène 
dans l es macrophages a u rep os ( vert) et  l es macrophages act ivés (ro uge). La  
distribution al éatoire est  représe ntée gr aphiquement en n oir. Le n ombre de loci 
analysés da ns cha que c ondition est  i ndiqué en bas à  dr oite des graphiques. ( j) 
omparaisons pa r paires d es di stributions cum ulées p ar un t est de K olmogorov-
mirnov : com paraison contrôle/activé pui s co ntrôle/position al éatoire et 
ctivé/position  aléatoire. 
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si, dans chaque état, les gènes se réparti ssent au hasard dans le noyau. Pour cela le test a permi s 
la comparaison de la distributio n des positions radiales à une dist ribution attendue calculée sur 
l'hypothèse d' une r épartition aléatoire (voir Maté riels et M éthodes). Sauf po ur IL8 dans les 
macrophages quiescents, tous les gènes présente nt un positionnem ent non-aléatoire dan s l e 
noyau. IGF2 se situe à l'intérieur du noyau (Figure 44d), VIM, TUBA3, TNFα et IL1β dans une 
position intermédiaire (Figure 44a, c, e, f ) et LGALS3, IL8, CXCL10 et ZAR1 sont situés plus  
près de la périphérie nucléaire ( Figure 44b, g, h, i ). Pour voir si l' un de ces gènes a subi un 
repositionnement dans l'espace nucléaire lorsque  les macrophages sont activés, nous avo ns 
comparé leurs distances radiales dans les deux états en utilisant le test de Kolmogorov-Smirnov. 
Seul TNFα change de façon significative sa position radiale (p = 0,04; Figure 44j), passant d'un 
point intermédiaire à une position plus externe. 
 
3.2. Position relative aux territoires chromosomiques 
Nous nous sommes également intéressés à la position des gènes par rapport à leu rs 
territoires chromosomiques respectifs. Nous avons utilisé la sonde du gène (BAC) combinée à la 
sonde du terr itoire chromosomique dans des expérien ces de FISH 3D (Figure 43). Nous avons 
obtenu pour chaque paire "gène / territoire chrom osomique", la distance 3D entre le centre du  
gène et le bo rd du territoir e chromosomique et le pourcentage de co-localisation du gène dans 
son territoire chromosomique. Les résultats sont présentés dans la figure 45. 
 
La prem ière observation i mportante est que  la positi on des gènes par rapport à leurs 
territoires chromosomiques est différente d'un gène à un autre. VIM se positionne clairement  en 
dehors de so n territoire c hromosomique (Figure 45a) dans 75% des cellules au repos et 74% 
des cellules activées. De la même façon, plus de 60% des signaux IGF2 sont situés en dehors du 
territoire SSC2 dans les deux co nditions ( Figure 45e ). Inve rsement IL1 β et ZAR1 sont 
clairement situés dans leurs territoires chromosomiques (les signaux fluorescents étant dans leur 
territoire respectif dans plus de 50% de s cellules analysées quelque soit l 'état) (Figure 45g, i ). 
D'autres gènes s e loc alisent préfér entiellement au bord ou à l 'extérieur des t erritoires 
chromosomique dans les deux conditions: c'est le cas de LGALS3 (Figure 45b), TNFα (Figure 
45f), IL8 ( Figure 45h ) et CXCL10 ( Figure 45c ). Enfin, aucune tendance ne se dessine pour 
TUBA3 (Figure 45d) qui est  également réparti dan s les trois classes (environ 30% à  35% des 
signaux dans toutes les classes). 
 
Le deuxième point important est que parmi ces 9 gèn es, le test χ2 utilisé pour comparer 
les classes d e position ré vèle une diff érence entre les deux états pour un seul gène. Il s' agit 
d'IL8, sur-exprimé dans l’état actif, qui se dé place clairement en dehors du territoire SSC8 (p =  
0,003) lors d e l'activation: le nom bre d 'événements dans la catégo rie « intérieur » diminue (de 
22% à 11%) tandis qu'il augmente dans la catégorie « extérieur » (de 40 % à 50%). Cependant, 
même si le n ombre d 'évènements dans les trois catégories ne varie pas significativement pour 
TNFα et CXCL10, n ous avons observ é que les gènes ont tenda nce à être en  dehors de le urs 
territoires chromosomiques.  
 
Figure 45 : Positionnement nucléaire des gènes par rapport à leurs territoires 
chromosomiques dans les noyaux de macrophages et de neutrophiles porcins. 
Le nombre de couples gène/TC (n) analysés dans chaque condition est indiqué en haut 
à gauc he de l 'histogramme. La di stribution d' un gène donné a ét é t riée en 3 cl asses 
(intérieur, bord, extérieur) et  comparée entre les cellu les contrôles (en gris) et cellu les 
activées LPS/IFN γ (vert, p our l es gè nes s ous e xprimés ; ro uge pour l es gènes s ur 
exprimés, ou noi r p our l e gène non ex primé). Les di fférences st atistiques o nt ét é 
évaluées par un test de χ2. Les valeurs de p-values sont indiquées sur les graphiques 
(en haut à droite). 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Tableau 11 : Analyses des distances externes entre les bords des TC et les centres 
des gènes 
 
  Macrophages Contrôles Macrophages Activés   
Symbole 
du gène 
distance 
moyenne 
bord du 
TC/centre du 
gène (µm) 
rayon 
moyen 
du 
noyau 
(µm) 
moyenne des 
distances 
normalisées 
(a) 
distance 
moyenne 
bord du 
TC/centre du 
gène (µm) 
rayon 
moyen 
du 
noyau 
(µm) 
moyenne des 
distances 
normalisées 
(a) 
P-values 
LGALS3 0,2518 2,6011 0,0967 0,2267 2,6354 0,0866 0,2468 
VIM 0,5489 2,6297 0,2095 0,621 2,6124 0,2356 0,1313 
TUBA3 0,2976 2,6107 0,115 0,335 2,5974 0,1282 0,5312 
IGF2 0,6219 2,6326 0,2367 0,7912 2,6432 0,2949 0,4763 
TNFα 0,3466 2,5799 0,1329 0,5403 2,5301 0,2155 0,001 (**)
IL1β 0,2649 2,5834 0,1038 0,2897 2,6262 0,1101 0,2861 
IL8 0,2366 2,624 0,0901 0,339 2,564 0,1332 0,0226 (*)
CXCL10 0,2735 2,6284 0,1047 0,4544 2,616 0,1737 0,0251 (*)
ZAR1 0,31 2,7419 0,1185 0,3162 2,7085 0,1175 0,2778 
 
Pour chaque cellule, les distances bord du TC-centre du gène ont été normalisées par le 
rayon nucléaire correspondant, pour tenir compte des variations dans la taille du noyau. 
Les valeurs moyennes de ce s distances norma lisées sont présentées dans le tableau 2 
(a). La comparaison des di stributions de ces distances no rmalisées entre les de ux 
conditions a été réalisée avec un  test de Mann -Whitney Wilcoxon. Les P-v alues 
inférieures à 0,05 ont été considérées comme significatives. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 46: Comparaison de l'expression des ARNm des cytokines (TNFa, IL1β, 
IL8, CXCL10) dans plusieurs types cellulaires.  
La valeur de l'expression de chaque cytokine a été normalisée par l'expression du gène 
de ménage (B2μ) dans le même type cellulaire. Les fibroblastes ont été choisis comme 
référence pour  la variation du  niveau d’expression. La d ifférence d e n iveau 
d’expression pour chaque type de cellule est indiquée au dessus de chaque barre. 
 
 
 
 
 
 
Résultats 
 
 
 
Romain solinhac  69 
Thèse en génétique / 2011 
Institut national de la recherche agronomique  Toulouse 
 
Pour approfondir ce poi nt, nous avons comparé les distances « centre des gènes / bord 
de leur TC » pour la catégorie «  extérieur » en tre les deux états «  contrôle et activé ». Pour 
réaliser une com paraison objective tenant com pte des variations dans la taille des noyaux, ces 
distances ont été normalisées par le rayon de chaque noyau (Tableau 11). Les résultats d'un test 
de Mann-Whitne y Wilcoxon a révélé  que ces di stances extér ieures aug mentent dans les 
macrophages activés pour TNFα (p=0,001), IL8 (p=0,022) et CXCL10 (p=0,032). Au contraire, 
aucune variation signif icative n' a été détectée pour IL1 β (p=0,20)  et pour  les 4 gènes régul és 
négativement (TUBA3 p=0,61 ; LGALS3 p=0,29; VIM p=0,31; IGF2 p=0,45). 
 
Pour déterm iner si ces résultats sont sp écifiques d e ce ty pe cellulaire, nous avons 
analysé le com portement de certains g ènes par rapport à leurs ter ritoires chromosomiques lors 
de l’activation par du LP S dans un autre ty pe de cellules de la famille des phagoc ytes : les 
neutrophiles. Même si les macrophages et les neutrophiles appa rtiennent au même ty pe de 
cellules i mmunitaires, leurs mécanismes d'action contre l' infection bactérienne sont très 
différents. En outre, une différence i mportante entre ces ty pes cellulaires ex iste puisque les 
neutrophiles présentent un noyau polylobé (Figure 43). 
 
L'analyse co nduite sur les neutrophiles porte sur 3  gènes régulés positivem ent TNFα, 
IL1β et IL8, deux régulés  négativement TUBA3 et  IGF2 et sur l e gène non  exprim é ZAR1. 
Nous avons d’ abord confi rmé par qRT -PCRs que ces gènes ont le même statut d’ expression 
dans les neutrophiles et les macrophages (Figure 41b). Les analyses FISH 3D effectuées sur les 
neutrophiles contrôles et activés ont révélé que, globalement, les positions des gènes par rapport 
à leurs territoires chrom osomiques sont sim ilaires d ans les deux types cellulaires: TUBA3 se 
répartit sur les trois positions, TNF α, IL8 et IGF2 ont tendanc e à être en dehors de leurs 
territoires ch romosomiques, tandis qu’ IL1β reste de préférenc e dans son territoire. Fait  
intéressant, seulement IL8 montre un repositionnement clair en dehors de son TC à l a fois dans 
les macrophages (p = 0,003) et les neutrophiles (p = 10-16) activés (Figure 45). 
 
Enfin, pour déterminer si la position préfér entielle au bord ou à l' extérieur du territoire 
chromosomique des cy tokines sur-exprimées est spécifique des cellule s e ngagées dans la  
réponse immunitaire nous avons également analysé le comportement de ces gènes (TNFα, IL1β, 
IL8 et CXCL 10) dans des fibroblastes utilisés co mme lignée de cellules contrôles non liée à la 
réponse immunitaire. Nous avons d' abord analysé l' expression de ces cy tokines par qRT-PCR 
(Figure 46). Cette analyse a r évélé que les 4 cytokines sont nettement plus ex primées dans les 
cellules i mmunitaires que  dans les fibroblastes:  IL8 est 47 0 fois plus ex primé dans les 
macrophages activés que dans les fi broblastes, CXCL10, 287 8 fois, TNF α, 47 fois et en fin 
IL1β, 764 fois (Figure 46). Des analyses FISH 3D ont ensuite été effectuées sur des fibroblastes 
(Figure 43 ) et ont révélé que, bien qu’IL 8 et CXCL 10 aient tendance à  êtr e clair ement à l a 
bordure ou en dehors de leurs territ oires chro mosomiques da ns les cellul es i mmunitaires 
quelque soit l eur état (activé ou contrôl e), ils n'ont pas la même position dans l es fibroblastes, 
où ils sont é galement rép artis dans le s trois clas ses ( Figure 47c, d ). Par contre, TNF α se 
  
 
 
 
Figure 47 : Positionnement des gènes par rapport à leurs territoires 
chromosomiques dans les noyaux de fibroblastes (bleu) par rapport aux cellules 
immunitaires quiescentes (gris pour les macrophages et gris hachuré pour les  
neutrophiles) et act ivées (r ouge pour l es macrophages et  rou ge hachuré p our l es 
neutrophiles). Le nombre d e loci (n ) an alysé pou r c haque gène et  dans c haque 
condition est i ndiqué en h aut à g auche d e l'h istogramme. La distribution d 'un gène 
donné a été  classée en 3 catégories (i ntérieur, bord, extérieur). Les différences 
statistiques ont  été évaluées par un test de χ2 et  l es p-v alues so nt i ndiquées sur l es 
graphiques (en haut à droite). 
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positionne en bordure ou en dehors de  son TC dans les trois types cellulaires. IL1 β qui s e 
positionne à l’intérieur de son TC dans les cellules immunitaires quelque soit l’état d’activation 
présente également ce positionnement préférentiel dans les fibroblastes (Figure 47b)
 
3.3. Comportement des territoires chromosomiques dans les 
macrophages 
Au cours de l’ analyse des i mages, le comportement des territoires chro mosomiques 
selon les états d’activation  du macrophage a également été étudié. Pour certains chrom osomes, 
une proportion importante de ces t erritoires présentent une segmentation en de multiples objets 
illustrant un état décondensé (Figure 48). 
 
Cet état de décondensation marqué est particulièrement observé pour les chrom osomes 
SSC1, SSC3, SSC5 et SSC7 (25 à 45 % des macrophages dans les deux états). Ce phénomèn e 
est indépendant de la taille  physique des chromosomes. En effet, cet état de décondensation e st 
observé dans deux fois plus de noy aux pour SSC 5 que pour SS C2 alors que sa taille phy sique 
est nettement plus petite ( 100 M b et 140 Mb r espectivement). Bien que pour la plupart des 
chromosomes, le processus d'activation ne modifie pas cet état, le nombre de noyaux contenant 
les territoires chromosomiques segmentés en plusieurs objets augmente de manière significative 
pour SSC7 (p=0,01) qui est le chro mosome porta nt le co mplexe majeur d’histoco mpatibilité 
(Figure 49). 
 
3.4. Analyse de l’environnement de fluorescence autour des gènes  
Pour approfondir l’analyse de l’environnement des gènes dans le noyau, nous avons mis 
en place une méthode co mplémentaire à l’approche NEMO. Comme déjà évoqué, les territoires 
chromosomiques sont parfois seg mentés en plusie urs objets : ces segmentations sont due s 
notamment à l’état de dé condensation de la chromatine qui se traduit par  des variatio ns 
importantes de l’ intensité de fluorescence. Pour  aller plus loin, il paraîssait intéress ant 
d’analyser l ’environnement de fluorescence au tour des gènes sélectionnés pour préciser les 
données issues de NEMO. Cette approche, appelée MIRO, a été initiée à la fi n de cette thèse et  
est encore en cours de développement.  
 
Différents pa ramètres sont mesurés p ar l’ approche MIRO, qui sont la moyenne et la 
variance de l a fluorescence à l’ intérieur de la  sphère. La moyenne de fluorescence donne une 
indication sur la position du gène. Une fluorescence i mportante signifie que le gène se 
positionne dans un environnement de chromatine c ondensée. Au contraire, si la fluorescence 
mesurée est faible, le gène se positionne plutôt  dan s un environ nement où la chromatine est 
décondensée. La variance mesurée reflète l’hétérogénéité de la fluorescence dans la sphère. 
   
L’analyse « MIRO » a été réalisée pour l’ensemble des gènes étudiés. L’analyse révèle 
que la fluorescence de l a sphère est vari able en fonction des gènes ( Figure 50). Certains gènes 
apparaissent dans des environnem ents de faible  fluorescence. C’ est le cas d’ IGF2 et d’IL8. 
  
 
 
Figure 48 : Comparaison de l’état de 
condensation du TC dans les deux 
états : exemple de SSC7. 
Marquage de  TN Fα (vert ) et de  son 
ire chromosomique SSC7 (rouge) 
dans d es noyau x d e m acrophages 
contrôles et activés cont re colorés au  
DAPI (bleu).  
 
territo
 
 
 
 
 
Figure 49 : Pourcentage de cellules 
présentant des territoires 
chromosomiques fragmentés.  
Représentation gr aphique du 
pourcentage de cellu les con tenant au  
moins un territoire chromosomique dont 
la segmentation produit plusieurs objets 
distincts. (C =macrophages contrôles ; 
acrophages activés). La  
paraison e ntre les de ux états pour 
SSC7 révèle une différence significative 
(P value <  0.05) 
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Figure 50 : Représentation de la 
moyenne de la fluorescence de la 
sphère définie autour du gène dans 
les macrophages contrôles.  
Moyenne de l a fl uorescence obse rvée 
ans l es s phères p our les gè nes 
qués. Une valeur élevée correspond 
 un environnement plus fluorescent. 
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D’autres sont plutôt dans des environnements riches en fluorescence comme IL1β et ZAR1. Ces 
données sont en accord avec celles obtenues par l’ approche NEMO dans laquelle IGF2 et I L8 
sont préférentielle ment à l’ extérieur de s TC alors qu’ IL1β et ZAR1 sont préférentielle ment à  
l’intérieur. IL1β est d’ailleurs dans un environnement très riche en fluorescence en comparaison 
avec les aut res gènes. LGALS3 et TUBA3 qui ne présentaient pas de positionnement  
préférentiel par rapport à leur TC, sont loca lisés dans des environnem ents de fluorescence 
intermédiaires.  
  
Les données obtenues par cette approche sont préliminaires. Le plugin MIRO est  un  
puissant outil  pour évalue r l’ environnement chro matinien, néanm oins de nouvelles variables 
sont recherch ées pour défi nir si les différences  observées sont m odélisables et applicabl es à 
l’organisation des territoires chromosomiques.  
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L’histoire de cette thèse a débuté autour de l’analyse de l’ architecture nucléa ire avec  
pour toile de  fond, l ’analyse de l’imm unité dans les macrophages porcins. P our répondre à  la 
thématique posée, la réponse du m acrophage a ét é appréhendée de m anière globale dans  le 
cadre d’une activation par un couplage LPS-IFN γ pour mimer un contexte inflammatoire. Les 
macrophages ont également été soumis à une mycotoxine pour évaluer  l’im pact de ces 
composés sur la réponse des phagocytes. Après l’obtention du type cellulaire et la mise en place 
des conditions d’activation, le transcriptome de ces cellules a été étudié en utilisant des puces  à 
ADN, avant d’analyser la position de certains gènes dans l’espace en trois dimensions du noyau 
cellulaire. Les objectifs de cette thèse ont été à la  fois de définir s’il existe une relation entre  
architecture nucléaire et expression génique, m ais également d’apporter une contributi on à la 
connaissance des effets de la toxine T-2 sur le macrophage porcin.  
 
Le macrophage porcin comme modèle cellulaire 
 
Le porc constitue un organisme modèle im portant pour l ’homme. Cette espèce a 
d’ailleurs été utilisée pour l'étude de diverses maladies métaboliques (artériosclérose, obésité et  
diabète), mais aussi pour l a compréhension des résistances aux maladies (Litten-Brown J.-C et 
al., 2010). L es rai sons de ce choix comme modèle bio médical sont liées aux nom breuses 
similitudes anatomiques (Pracy et al., 1998) et physiologiques (Mei et al., 2003) existantes  avec 
l’homme. L’intérêt d’utili ser le modèle porcin dans cette thèse réside également dans ses 
caractéristiques génétiques, pr oche de celle de l’hom me (Lunney, 2007). Les p orcs présentent 
en effet une im portante homologie de séquen ce ainsi qu ’une organisation  chrom osomique 
analogue. Le système immunitaire porcin est également plus proche de l’homme que celui de la 
souris. Au delà des aspects biomédicaux, le porc présente également un intérêt agronom ique de 
par la consommation im portante de vi ande porcine. L’obtenti on d’une vian de toujours pl us 
saine pour le conso mmateur passe par une amélioration des connaissances sur la r éponse 
immunitaire porcine. En ce sens, les analyses conduites sur les mycotoxines sont égalemen t 
pertinentes dans cett e espèce, puisque le por c présente une sensi bilité plus im portante à ces 
contaminants que l’homme.  
 
La réponse i mmunitaire est un processus bi ologique im portant. Pour les  cellules  
engagées dans la lutte contre les pat hogènes, de nom breux mécanismes so nt m is en pl ace 
comme la phagocy tose et/ou la prod uction de m olécules toxiques et de cy tokines. Tous ces 
phénomènes se traduisent  par des variations da ns les niveaux d’ expression des gènes. Ces  
variations d’expression dans les cellules immunitaires sont d’ ailleurs très étudiées (M alcolm et 
al., 2003; Ge et al., 2010). L’architecture nucléaire participe à la r égulation de l’ expression des 
gènes et, dans le cas des cellules immunitaires, certaines modifications de cette architecture ont 
déjà été observées (Volpi et al., 2000).  
 
Plusieurs types cellulaires peuvent être utilisés pour étudier les remaniements du noyau 
au cours de la réponse immunitaire, toutefois,  nous avons choi si d’utiliser l es macrophages 
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dérivés de monocytes, ces cellules p résentant des car actéristiques intéressantes pour cett e 
analyse. En effet, les macrophages constituent, avec les neutrophiles, la première ligne de 
défense contre les agressions pathogènes. Les macrophages impliqués dans la réponse innée et  
dans la répo nse adaptative, sont in ductibles par un  nom bre im portant de stimuli. Ce premier 
point permet de définir deux états cel lulaires (contrôle et activé). De manière intéressant e, 
l’activation des macrophages ne s’acco mpagne pas d’une ex pansion clon ale co mme celle 
observée lors de l’activati on des l ymphocytes. Les macrophages sont des cellules différenciées 
qui ne se divisent plus. Cette caractéristique est importante pour définir de manière plus préci se 
les effets observés au niveau du noyau lors d’un changement d’état fonctionnel. En effet, il a été 
montré que l’architecture nucléaire présente des variations au cours du cycle cellulaire. Certains 
mécanismes, qui se traduisent visuellement par des compartiments fonctionnels, disparaissent en 
mitose, et se réorganisent en phase G1 comme le nucléole (Boisvert et al., 2007). La chromatine 
elle-même présente un pos itionnement variable au cours du cycle, notamment en phase S où la 
synthèse ADN crée de s contraintes physiques (P liss et al., 2009). Certaines st ructures comme 
les centro mères et les télomères présen tent ég alement des positi onnements différents selon l e 
stade du cy cle (Nagele et al., 2001; Solovei et al., 2004). Mê me s’il a été montré une  
réorganisation stable du no yau dès la fin de la  mitose dans de s cellules HeLa (Walter  et al., 
2003), l’utilisation de cellules complètement différenciées permet de s’affranchir des contraintes 
liées aux m odifications de l’architecture nucléaire lors du c ycle cellulaire. Un autre avantage à 
l’utilisation des macrophages réside dans la st ructure sim ple de leur noyau. Malgré  ces 
caractéristiques intéressantes, très peu de données sont disponibles sur l’ architecture nucléaire 
des macrophages.  
 
D’autres cellules immunitaires présent ent une organisation nucléaire plus com plexe. 
C’est le cas des granulocytes qui présentent un noyau polylobé. Les noyaux des neutrophiles ont 
été égalemen t analy sés car ces cellules différe nciées présentent, comme l es macrophages, 
l’avantage d’être activables par des co mposés bactériens comme le LPS (Yerle-Bouissou et al., 
2009). 
 
Les macrophages dérivés de m onocytes sont très peu utilisés. D’autres modèles d e 
macrophages leurs sont préférés co mme les macrophages alvéolaires ou les lignées d e 
macrophages humains (RAW). Les macrophages alvéolaires sont plus faciles à obtenir que  les 
macrophages dérivés de monocytes puisque le protocole d’ extraction ne nécessite pas d’ étapes 
de différenciation ni  de sélection. Les quantit és de cellules obtenues sont également plus  
importantes. Cependant, l ’extraction des macrophages alvéolaires nécessite le sacrifice d’ un 
animal. En p renant en co mpte les con taintes qu’implique l’ab batage d’un p orc, nous avons 
choisi d’obtenir des macrophages par la voie de  différenciation des monocytes, voie qui nous 
permettrait également de réaliser des prélèvem ents hebdomadaires sur le même individu. Nous 
avons également choisi de poursuivr e cette analyse sur ces cellules pr imaires pour éviter les 
modifications cytogénétiques fréquemment présentes dans des lignées cellulaires. 
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La méthode idéale pour l ’isolement des monocytes combinant simplicité, rendement et 
pureté cellulaire importante n’existe pas. L’approche conduite pour l’obtention et l’isolement de 
ce ty pe cellulaire suit un protocole classique (Be nnett and Breit, 1994) en pa rtie modifié. L e 
rendement d’extraction est relativem ent faible  (envir on 2 5%). Globalem ent, les quantités d e 
macrophages obtenues au term e de la différenciation ont été suffisantes pour les approches de 
microscopie mais li mitante pour l ’approche pu ce à ADN. En effet, directement corrélée à la 
quantité de cellules, la quantité d’ARNm nécess aire pour réaliser les marquages des ADNc n’a 
pas permis de réaliser une comparaison des transcriptomes en « dye swich ». Cette contrainte a 
orienté la méthodologie des puces à ADN ve rs l’utilisation d’une référence co mmune 
(constituée d’un mélange d’ADNc des différentes co nditions d’activation). D’autres contraintes 
dues à l’utili sation de ce t ype de m acrophages sont apparues.  La pureté c ellulaire est un  
problème important dans les protocoles d’extraction des monocytes sanguins (Bennett and Breit, 
1994). Les l ymphocytes représentent en  effet une  part importante de cellules mononucléées du 
sang périphérique (PBMC) et constituent les contaminants principaux des cultures de 
macrophages. Une dernière étap e sélectionnant les cellules CD14 + permet de limiter ce ty pe de 
contamination. Ce marqueur de surface n’ est présent que sur les monoc ytes et les macrophages 
et permet ainsi l’élimination des lymphocytes et autres cellules contaminantes. La population de 
macrophages obtenue est pure à 80%.  
 
La seconde étape im portante après l’o btention des macrophages, a consisté à définir 
différents états d’activation. Les macro phages sont a ctivables par divers com posés notamment 
grâce à la présence à leur  surface de nom breux récepteurs, dont les TLRs (Ak ira et al., 2006). 
Cette caractéristique a été déterm inante pour analyser les effets de la toxine T-2  sur la réponse 
induite par l es TLRs. De m anière générale, des différences entre macrophages quiescents et  
activés sont observables. Différents mo yens permettent d’ évaluer l’ état d’ activation d’ une 
population d e macrophages comme la productio n de monoxyde d’azote, la productio n de 
cytokines, les test s de p hagocytose ainsi que  la détection de marqueurs de surface p ar 
cytométrie d e flux. Toutes ces méthodes ont  une certaine sensibilité. La production de 
monoxyde d’azote a été en prem ier lieu testée (données non présentées), et a confirm é que les 
macrophages porcins prod uisent peu de ce co mposé (Pampusch et al., 1998; Zelnickova et al., 
2008) relativement à d’autres espèces comme les bovins ou les rats (Zelnickova et al., 2008). La 
production de deux cytokines pro-inflammatoires (TNFα et IL1β) par les macrophages a permis 
de définir le statut d’activation de cette population cellulaire.  
 
Les tests conduits pour dé terminer les meilleures co nditions d’activ ation révèlent que 
les composés bactériens ne sont pas les meilleurs activateurs et qu’un second signal d’activation 
endogène (IFNγ) permet une meilleure réponse cellulaire. En effet, le LPS qui  interagit avec un 
grand nom bre de protéine s, dont  le ré cepteur TLR4, a été largem ent utilisé pour  étudier  la 
réponse immunitaire innée dans différentes espèc es (Boldrick et al., 2002; N au et al., 2002;  
Wells et al., 2003) . Il est particulièrem ent approprié pour activer les monocytes et les 
macrophages qui exprim ent le récepteur de surf ace cellulaire CD14 (Piriou- Guzylack et al., 
2008). L ’IFNγ principalement produit  par les ly mphocytes T auxiliaires, a été ajouté au LPS 
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pour promouvoir l'activation classique (type 1) des macrophages (Ma et al., 2003). In vivo, la 
reconnaissance des parois bactériennes conduit à la production de molécules co-sti mulatrices 
comme l’ IFNγ ou TNF α. Il n’est donc pas surprenant que l’ effet de ce mélange d’activateurs 
LPS-IFNγ co nduise à une plus forte activation des macrophages. La vérification du statut 
d’activation a été menée sur la pop ulation de m acrophages par un d osage des cy tokines 
produites. Cette approche a permis de c hoisir la meilleure condition d’activation des 
macrophages pour les études du transcripto me et les analy ses du no yau. Cependant, si la 
production de cytokines reflète l’activation d ’une population cellulaire, on ne peut pas être sû r 
que toutes les cellules sont activées dans cette population. Dans le cadre des anal yses du noyau, 
des variations sont parfoi s observées entre les cel lules d’une même condition m ais il est  
impossible de dire si cette différence est due  à une variabilité cellulaire ou à un statut  
d’activation différent. Des approches utilisant un marquage spécifique d’une molécule produite 
lors de l’activation (CD163) ont été tentées mais les protocoles de marquage de cette protéine de 
surface sont incompatibles avec c eux de la FISH 3D . De la même manière dans l’ état contrôle 
les stress cellulaires liés aux étapes du prot ocole d’obtention des macrophages conduisent 
possiblement à une activation de quelques cellules.  
 
La toxine T-2 et ses effets sur le macrophage porcin 
 
Le problème mycotoxique est majeur pour les élevages porcins. Ces contam inants ont 
un impact direct sur le rendement de production des élevages puisqu’ils réduisent la fertilité des 
truies et la croissance des porcelets. Comprendre les dangers liés à la présence de mycotoxines 
dans les aliments des animaux de rente est essentiel pour lutter contre les effets toxi ques de ces 
contaminants naturels. Le m odèle macrophage a pe rmis d’étudie r les effets d ’une toxi ne p eu 
étudiée sur le système immunitaire. En effet, peu d’informations sont disponibles pour la toxine 
T-2 comparativement au déoxynivalénol, un autre trichothécène. Un effet global de la toxine T-
2 sur les cellules imm unitaires est rapporté dans la littérature (Schuhmacher-Wolz et al., 20 10). 
La toxicité des trichothécè nes est liée à leur capacité à inhiber la s ynthèse des protéines et à  de 
plus fortes doses, cell es des ARN et des  ADN. Avec la toxine T-2, d’ autres paramètres comme 
la peroxydation des membranes lipidiques et l’a poptose sont également observés (Rocha et al., 
2005). Certaines de ces caractéristiques toxiques s ont observées dans les macrophages porcins, 
notamment l es effet s sur  la sy nthèse des protéi nes et sur la viabilité cellulaire. Les effet s 
majeurs rapportés par cette étude révèlent une im portante toxicité  de cette molécule sur les 
macrophages porcins in vitro qui se traduit par une concentration inhibitrice 50%  de 4,6ng/ ml 
sur cette population cellulaire. 
 
Les prem ières données collectées sur la produc tion des cy tokines pro-inflammatoires 
TNFα et IL1 β ont révélé es une dose limite à partir de laquelle  les cy tokines ne sont plus 
produites. Cette dose est relativement faible (10nM). Ces résultats sont toutefois en accord avec 
des données publiées où un telle dose a déjà été définie comme influençant la fonctionnalité des 
macrophages alvéolaires de rat se traduisant par une diminution de la phagocytose (Gerberick et 
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al., 1984; So renson et al., 1986). Chez l’homm e, cette même dose de 10nM induit l ’apoptose 
des progéniteurs hém atopoïétiques après 6 heures d’incubation (Le Drean et al., 2005) et da ns 
les cellules d endritiques comme dans les macrophages, une dose 10 fois plus  faible conduit à 
une inhibition de leur maturation (Hymery et al., 2006b).  
Cette transition rapide entre une importante production et une absence de production est 
observée pour les cy tokines avec des doses de toxines variant entre 3 nM et 30 nM. Les  
trichothécènes sont capables d’ induire une inhib ition des sy nthèses macromoléculaires en  se 
fixant sur la sous-unité 28 S des riboso mes (Li and Pestka, 2008) . La toxine T-2 inhibe l’étape 
d’initiation de la synthèse protéique. Cette inhibition de synthèse conduirait naturellement à une 
diminution ou à une inhibition de la production de  cytokines comme nous l’avons observé dans 
les macrophages porcins. Paradoxalement, avec des doses très faibles de certains trichothécènes 
(comme le déoxy nivalénol), une stim ulation des synthèses protéiques est observée dans les  
macrophages murins (Moon et al., 2003). Cette stimulation a des effets non négligeables su r le 
système i mmunitaire, puis que cette augmentation concerne particulièrem ent les interleukines, 
molécules-clefs dans les communications intercellulaires, et les immunoglobulines. No us 
n’avons pas observé ce type d ’augmentation sur la  prod uction de TNF α et d’ IL1β avec des  
doses de toxi ne T-2 très faibles (inférieures à la dose cy totoxique de 3nM). Ce ci suggère deux  
hypothèses : soit la toxine T-2 n’ induit pas une augmentation de la synthèse protéique de ces 
deux cy tokines, ce qui a déjà été observé da ns des travaux sur les macrophages péritonéaux 
murins (Ziprin et al., 198 7) ; soit les macrophages porcins augmentent bien leur signaux de 
stress (observés par la production de TNF α et d’ IL1β) mais cet effet est couplé à une mortalité 
cellulaire se traduisant par une disparition de l’augmentation attendue.  
 
Les doses de toxine T-2 pour l esquelles la production de TNFα et d’IL1β est inhi bée 
(supérieure à 10 nM soit 4,6 ng/m l) correspondent à des do ses cytotoxiques pour les 
macrophages. Ces doses de toxine T-2 conduisent à une destructuration de la membrane des 
macrophages (données non présentées).  La toxine T- 2 est capable d’ interagir directement avec 
la membrane plasmique en s’intercalant dans la bicouche phospholipidique, entraînant une perte 
de l’intégrité membranaire (Rocha et al., 2005). Ce mécanisme apparaît cependant peu probable, 
la dose utilisée dans notre étude étant r elativement faible. A titre de co mparaison, l’hémolyse 
des plaquettes est observ ée à une dose de 130 µ g/ml de T-2  soit une do se 10 4 fois plus 
importante. La lyse des macrophages porcins apparaît liée à d’autres mécanismes d’action de la 
toxine T-2.  En effet, l' augmentation des conditi ons oxydantes int racellulaires et/ou l' altération 
des sy nthèses protéiques sont capables de  décle ncher un processus d 'apoptose. In vitro, 
l’apoptose de macrophages RAW264.7 est observ ée pour une do se de 10 ng/ml de toxine T-2 
(SCF, 2001).  A titre de c omparaison, la dose l ytique pour  les macrophages porcins est de 4,6 
ng/ml de toxine T-2.  
 
L’action de l a toxine T-2  sur la structur e tertiaire des ARNr (Li and Pestka, 2008) , 
également observée dans cette étude (voir Figure 38 ), laisse penser que la toxine T-2 agit 
directement sur les composés ribonucléo tidiques. Les trichot hécènes ne sont a priori pas 
cancérigènes, même s’ils induisent des lésions de la chrom atine ou de la dou ble hélice d’ADN 
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(Chaudhari et al., 2009). Par ailleurs, la toxine T-2 inhibe l ’incorporation de [ 3H] thy midine 
dans les lym phocytes stim ulés (Munsch and M üller, 19 80). Malgré cela, les effets des 
mycotoxines sur l’ expression des gènes  dans les  cel lules i mmunitaires n’ avaient ja mais été  
étudiés. Il paraissait intéressant, d’ajouter une troisième condition d’activation des macrophages 
pour analyser l’effet de la toxine T-2 sur l’ expression des gènes et  sur l’organisation du noyau. 
Cette condition suit un protocole classi que : une  exposition à une dose non l ytique (3nM)  de 
toxine T-2 avant une acti vation cellul aire de type LPS/IFNγ. Les résultats de l’ analyse du 
transcriptome ont révélé q ue la toxine T2 n’a pas d ’effet inhibiteur sur les gènes qui sont sur-
exprimés lors de l’activati on par le LP S-IFNγ. Par ailleurs, on note égalemen t que quelques 
gènes sont spécifiquement sur-exprimés quand la toxine est ajoutée avant l’activateur. Parmi ces 
gènes on tro uve quelq ues cy tokines ( CCL8, CX CL3), un  gèn e im pliqué dans l’ap optose 
(CFLAR) et un facteur de transcription des gènes HMG (High Motility Group) impliqué dans la 
réparation de l’ ADN (Rajeswa ri et al., 2001). L’ implication de ces gènes e st en accord avec  
certaines données connues, notamment une imm unostimulation par la toxine T- 2 (Moon et al.,  
2003), mais aussi avec l’ action de certains trichot hécènes comme le déoxynivalénol sur la voie 
de signalisation des MAPK induisant l’apoptose (Pestka et al., 2004).  
 
Les ef fets de la toxine T-2 sur l’ architecture nucléaire n’ ont pas été  étudiés. Le s 
données obtenues sur le tr anscriptome des macrophages activés en présence d e toxine T-2, n’ a 
pas conduit à la sélection de gènes u tilisables pour  les approches d’imagerie. La princip ale 
raison réside dans l’absence de gènes différen tiellement exprimés lors de l’activation des 
macrophages susceptibles d’ être affect és (positivem ent ou négativem ent) par  la toxine T-2. 
Parmis les 61 gènes différentiellement exprimés lors de l’activation LPS-IFNγ, 11 
n’apparaissent plus différentielle ment expri més l orsqu’on ajoute la toxine T-2 avant  
l’activation. Néanmoins, les q-values  indique nt que les diff érences dans les variations 
d’expression ne sont pas suffisantes pour définir un réel effet de la toxine T-2 entre ces deux  
conditions. Cette condition T-2 + LPS -IFNγ ne présente pas d’ intérêt pour l es approches sur  
l’architecture nucléaire. En effet, pour ma ximiser nos chances d’ observer un effet de 
l’expression sur le positionnement des gènes, nous  avons sélecti onné les gènes présentant les 
différentiels d’expression les plus extrê mes. Or, ces gènes « extrêmes » sont le s mêmes quand 
on compare contrôle/activé ou contrôle /activé + T-2 . Les variations des niveaux d’ expression 
des gènes entre ces deux conditi ons étant très proches, les effets réel s de la toxine T-2 
observables au niveau du noyau auraient été difficilement analysables. 
 
La toxine T-2 et ses effets sur les Toll Like Receptors 
 
L’utilisation du macrophage co mme cellule  imm unitaire a fourni l’op portunité 
d’observer la réponse induite par différents agoni stes de TLRs en présence de Toxine T-2. Les 
TLRs sont présents à la surface des macrophages (Akira et al., 2006). l’expression des TLRs 1 à 
9 dans les macrophages porcins a été confirmée par PCR(Données non présentées). Même si  la 
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connaissance de ces co mposés ne cesse d’ augmenter, aucune d onnée n’ est disponible sur u n 
effet des toxines sur ce type de récepteurs.  
 
L’interaction d’un TLR et de son agonist e perm et l’activation  des macrophages et 
déclenche une cascade de signalisation impliquant la voie MAPK, qui aboutit à la production de 
cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL1-β et le TNF-α, permettant le recrutem ent sur le 
site infecti eux d’autres cellules i mmunitaires, notamment les cellules dendritiques,  les 
neutrophiles et les ly mphocytes (Trinc hieri et al., 2007; Hum e, 2008). Une  étude récente a 
montré qu’une pré-activation des cellules pa r des agonistes de TLRs conduit à une meilleure 
réponse à un second signal induit par les trichothé cènes (Pestka and Zhou , 2 006). Une tel le 
information indique q ue les voies de signalisa tion m ises en jeu lors de la réponse aux 
thichothécènes sont dépendantes de ce lles des TLRs. Bien que les mycotoxines soient des  
composés fongiques, ces molécules ne sont pas des PAMPs et ne sont donc pas r econnues par 
les PRR de surface. Nos données confir ment ce poi nt puisque à une dose non toxique de 3nM, 
la toxine T-2  seule n’i nduit pas la prod uction de c ytokines inflammatoires TNF α et IL1 β dans 
les macrophages porcins.  
 
Les niveaux d’expression protéique des cy tokines pro-inflammato ires IL1-β et TNF- α 
ont été mesu rés dans les surnageants de cultu res de macrophages activés par les ligands des 
TLRs. Une production importante de c es deux c ytokines en réponse à ces ligands est observée 
dans les macrophages comme décrit dans la littérature (Kankkunen et al., 2009). La production 
de TNFα et d’IL1β apparaît toutefois liée à l’activation par certains agonistes. Le TNF α est par 
exemple préférentiellement produit après l’ajout des agonistes des récepteurs TLR2 à TLR5. La 
production de cette cy tokine est alors de 2 à 4 fois plus im portante pour ces derniers que pour 
les récepteurs TLR1 et TLR6. Au contraire, la production d’IL 1β est plutôt augmentée lors d e 
l’activation via les récepteurs TLR1 et TLR6. La  reconnaissance des motifs triacylglycerides et 
diacylglycerides par les hétérodim ères TLR2-TLR1 et TLR2-TLR6 (Takeda and Akira, 2 005) 
pourrait expliquer cette production préférentielle d’IL1β. La reconnaissance des bactéri es Gram 
positif conduirait donc à la produc tion de cette cy tokine inflammatoire. Enfin, certains 
récepteurs induisent une f aible product ion de c ytokines en réponse à leur s agonistes : c’ est le 
cas de TLR7, TLR8 et T LR9. Les localisations endosomiques de ces récepteurs pourraient  
expliquer ce phénom ène, mais l’ activation cellulaire via TLR3  est i mportante alors que ce 
récepteur est également endosomique. 
 
L’effet inhibi teur de la to xine T-2 au ni veau de la traduction d es protéines pourrait 
induire une d iminution de l’activation TLRs-dépendante des macrophages supprimant alors la 
capacité fonctionnelle des TLRs à déclencher une réponse inflammatoire. De façon intéressante, 
un pré-traitement avec la toxine T-2, induit une diminution de la production de TNF-α et d’IL1-
β lors de l’activation par certains récepteurs TLRs.  Tous les  réc epteurs ne sont pas aff ectés, 
suggérant un  effet ciblé sur les récepteurs eux-mêm es ou sur les voies de signalisation  
impliquées plutôt qu’un effet global sur la s ynthèse protéique. On observe égale ment que les 
récepteurs endosomiques TLR7, TLR8 et TLR9 ne  sont pas affectés p ar la toxine T-2. 
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L’utilisation de drogues spécifiques qui inhibent l’acidification endosom ale telles que la 
chloroquine, ou un inhibiteur du transport vers les compartiments endosomaux permettraient de 
démontrer une action spéc ifique de la toxine T-2 pour les récepteurs localisé s à la surfac e 
cellulaire (Pestka and Zhou, 2006). 
 
L’expression différentielle des gènes dans les macrophages 
soumis à l’activation.  
 
Après l’obtention des cellules, la première étape de l’étude consistait à déterminer quels 
sont les gènes différentiellem ent exprimés lors de l ’activation des cellules i mmunitaires. Dans 
une seconde étape, les gènes qui présentaient l es plus im portantes variations d’ expression ont  
été sélection nés pour étudier leur co mportement dans le noy au. La corrélation entre variation 
d'expression et repositionnement dans l'espace nuc léaire est une question très étudiée dan s le 
contexte de la différenciation (Stadler et al ., 2004; Ragoczy et al., 2006; Szczer bal et al., 2009) 
ou d u dévelo ppement cancéreux (Meaburn et al., 2008). Par co ntre, peu d ’informations sont 
disponibles pour décrire les modifications que peut induire l’activation cellulaire.  
 
Dans le cadre de l’anal yse de l’imm unité, pour défi nir l’ensemble des gènes qui sont 
impliqués dans la résistan ce aux malad ies ou liés à l’ inflammation, de nom breuses approches 
transcriptomiques ont déjà  été réalisées dans les macrophages humains. Ainsi, de nom breuses 
conditions de  stim ulation ont été testées et ont décrit différents profils d’ expression géniqu e 
(Murtaugh et  al., 2 002; Nau et al., 2002). Chez le  porc, le m anque d ’outils ne permettait pas 
d'étudier ces mécanismes jusqu'à ces dernières années. Certaines études transcriptomiques sont 
maintenant disponibles po ur les macrophages alvéolaires porcins infectés par des virus (Zhan g 
et al., 2006; Xiao et al., 2010). Ces études ont été possible grâce à l’élaboration d’outils de plus 
en plus précis pour l’anal yse des gènes et à l’ amélioration de l’annotation d u génome po rcin 
(Archibald et al., 2010).  L'analy se de la tr anscription dans les macrophages porcins a été 
réalisée en utilisant une pu ce pangénomique enrichie en sondes ciblant les gènes de l’imm unité 
(Gao et al., 2 010). Si une étude récente a été conduite sur des cel lules mononucléées du san g 
périphérique en utilisant cette puce, mes trav aux constituent  la prem ière analy se de la 
transcription des macrophages dérivés de monocytes sous stim ulation LPS-IFNγ dans l'esp èce 
porcine.  
 
La plupart de s gènes indui ts par le mélange LPS-IFN γ code pour  des prod uits qui ont 
des fonctions dans la réponse imm unitaire innée. L’analyse a révélé que 60 gèn es sur les 17070 
gènes présents sur la puce, présentent une différence significative dans leurs nivea ux 
d'expression lorsque les macrophages sont activés par une com binaison LPS-IFNγ (Annexe 2). 
Ce nom bre peut paraître faible mais il est le résultat d' une forte sélectio n. Nous v oulions 
récupérer les gènes différentiellement exprimés tout en étant sûr de la différence observée pour 
l’analyse en FISH 3D. Lors de l’analy se du tr anscriptome, nous avions initialement fixé la 
valeur du seuil de significativité à p=0.05 soit un risque de 5% de prendre la mauvaise décision. 
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Alors qu’un seuil de 5% est acceptable pour un essai, avec la multiplicité nécésaire des tests sur 
les données, ces 5% peuvent entraîner un grand nom bre de faux positifs (100 x (1- 0.95n) où n 
est le no mbre de tests effectués). Or il est habituel de test er des milliers de variables dans une 
expérience de transcriptomique. Dans ce cas par exe mple, avec environ 11124 sonde s 
sélectionnées sur la puce si on applique une anal yse classique, on tolère que dans la liste des 
gènes différentiellem ent exprim és environ 9 9% d ’entre eux soie nt poten tiellement des faux 
positifs (100 x (1-0.95 11124) ≈ 99%). Il convient donc d’utiliser  une correction du seuil de 
significativité. L’ approche utilisée est le False Di scovery Rate (FDR). Une valeur de p-va lue 
ajustée par FDR (appelé également q-value) de 0,05 signifie que 5% des gènes sélectionnés sont 
potentiellement des faux positifs. Dans cette étude le seuil FDR a été fixé à 5%. Cette sélecti on 
limite le nom bre de gènes différentiellem ent exprimés mais ég alement la probabilité de  se 
tromper. 
 
En ce qui c oncerne les gènes séle ctionnés, nos r ésultats sont concordants avec les 
données obte nues sur des macrophages humains activés par du LPS (Nau et  al., 2002). Dix 
gènes communs, dont IL1β, IL8, SAAL1 et NFKBIA sont surexpri més lors de l’activation. Une 
analyse si milaire sur des cellules mononucléées du sang périphérique porcins sti mulés par l e 
LPS a révélé un plus grand nom bre de gènes diffé rentiellement exprimés (4 03) (Gao et al., 
2010). Il exis te une grande différence avec notre  étude. Nous avons utilisé un t ype cellulaire 
purifié. Les macrophages, obtenus par la différe nciation de m onocytes, ne représentent qu' une 
faible proportion des cellules mononucléées (8 % chez l es porcs). L’ identification des 
modifications du transcriptom e qui se déroulen t dans chaque sous-ty pe de cellules, est 
nécessaire pour déchiffrer la réponse immunitaire et est essentielle dans cette approche pou r 
corréler niveaux d'expression et organisation nucléaire.  
 
L’activation du macrophage induit l’expression de gènes 
spécifiques  
 
L'inflammation est un mécanisme puissant de protection coordonnée et contrôlée p ar 
des cy tokines et des chim iokines: IL1β, IL8, et  les mem bres de la fam ille CXCL (CXCL 10, 
CXCL11 et CXCL17). Co mme prévu, nous avo ns détecté u ne augmentation du niveau 
d'expression de ce s gènes.  L'un de s tro is rés eaux dé finis par l’ analyse IPA su r les  60 gènes  
exprimés différentiellement, démontre l'implication de plusieurs facteurs de tran scription et en 
particulier NFKBIA et la  RNA Polymérase II en lie n avec le s cytokines (IL1β et IL8), ce qui 
suggère leur importante induction lors de l'activation des m acrophages comme présentée dan s 
des études précédentes (Nau et al., 2002; Gao et al., 2010). En effet, ces protéines jouent un rôle 
clé dans la réponse immunitaire, en ciblant les neutrophiles au site de l'inflammation (IL8) ou en 
induisant la prolifération cellulaire et la différenciation cellulaire (IL1 β). TNF α, sur-exprimé 
lors de l ’activation, est bi en connu pour initie r et renforcer l' activation des m acrophages. Cette 
cytokine, co mme l' IFNγ est fortement liée à une réponse LPS (Zhang et al., 2010). Pour  la 
médiation de la réponse transcriptionnelle, les in terférons engagent la voie JAK-STAT (Jan us 
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kinase - Signal Transducer and activator of tr ancription) et la cascade des t yrosines kina ses 
(Silvennoinen et al., 199 3). Le TNF α utilise TRAFs (TNF Receptor Associated Factor) pour 
activer NF-kB (De mpsey et al., 2003). Ces facteurs de transcription ont été égale ment trouvés 
dans un autre  réseau ce qui confirm e dans le modèle porcin que ces voies de signalisation sont  
les mêmes q ue celle s déj à publiées da ns les macrophages huma ins. Globalement, les ARNm 
régulés positivem ent sont im pliqués dans la prése ntation anti génique et la signalisation de 
cellule à cell ule. L ’activation LPS-IFNγ utilisée induit une activation classique de ty pe 1 des 
macrophages. Cette activation favoris e les phénomènes inflammato ires et condui t à une 
production d' oxyde nitrique et de c ytokines comme décrit précédemment  dans différentes 
espèces (Ma et al., 2003; Zhang et al., 2010).  
 
Dans le cadre d'un processus d'activation, le nombre de gènes régulés négativement est 
souvent pl us faible que celui des gènes ré gulés positivement (Jen ner and Young, 2005).  L es 
données obtenues sur les macrophages porcins acti vés par le co uplage LPS-IFN γ concordent 
avec ces observations. En effet, s euls 7 gènes sont trouvés sous expr imés parmi les 60 gènes 
différentiellement exprimés. Deux d 'entre e ux (VIM, TUBA3) sont im pliqués dans le 
cytosquelette. L'analy se G SEA a confirmé que des r éseaux de gè nes de struct ure sont sous-
exprimés lors de l’activation. Les réseaux de gènes impliqués dans l’activité des ribosomes sont 
également sous-exprim és co mme pr écédemment décrit dans les macrophages de tr uite 
(MacKenzie et al., 2006).  Le mouvement cellulair e lors de la phagoc ytose tout comme la 
morphologie cellulaire, sont des éléments liés aux fonctions des macrophages qui permettent de 
moduler la réponse inflammatoire. Dan s ce contex te, le cy tosquelette est un po int fondamental 
de régulation  et doit être très modulable dans  les macrophages. Nous avons observé que les 
gènes impliqués dans la biosynthèse des protéines et la structure du c ytosquelette sont régulé s 
négativement. On peut postuler que la sy nthèse de protéines im pliquées dans des fonctions 
cellulaires te lles que le cy tosquelette pourrait êt re réduite afin d'a méliorer la sy nthèse des  
cytokines et d'autres proté ines im pliquées dans les fonctions im munitaires. C ette co mpétition 
pour les facteurs de transcripti on entre les gènes in duits et les gènes de structure, servirait à 
réduire les dépenses énergétiques des foncti ons cellulaires basales dans les macrophages 
stimulés.  
 
Concernant l es gènes du com plexe majeur d’his tocompatibilité, sur les 3 4 gènes 
impliqués dans la présent ation des antigènes (HLA  de classe II) qui ont été analy sés, un s eul 
gène (SLA DQA1) apparaît différentiellement exprimé dans les macrophages activés. Les ARN 
codant pour d'autres gènes du complexe SLA (Swine Leucocyte Antigen) notamment des gènes 
de classe II, sont restés à un niveau relativement stable dans les deux états et n’apparaissent pas 
être significativement régulés, alors que 11 d'entre eux ont été trouvés clair ement inhibés par le 
LPS dans des cellules mononucléées par Gao et ses collaborateurs (2010). Cependant, les ty pes 
cellulaires analysés sont différents. Dans notre  étude, les macrophages en tant que cellules 
présentatrices d’antigènes présentent de manière constitutive les molécules du CMH de classe II 
dans un état contrôle comme dans un état ac tif. Dans les cellules mononucléées, il existe une 
fraction im portante de l ymphocytes d ont l ’activation peu t con duire à une e xpansion clo nale. 
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L’augmentation de ce type cellulaire par rapport aux monocytes qui sont les seuls à présenter les 
molécules du CMH II peut conduire à une diminution de ces molécules dans l’ ensemble des 
ARN extraits.  
 
Positionnement nucléaire des gènes dans les macrophages 
porcins 
 
L’objectif était d'étudier dans l’ espèce d'inté rêt, si des variations dans l' activité des 
gènes s’accompagnent d’événements de repositionnement dans le noyau. Les gènes sélectionnés 
pour l’analyse, à l'exception ZAR1, sont exprimés dans les macrophages que ce soit au repos ou 
lors de l’activation mais présentent des changements importants dans leurs niveaux d'expression 
entre ces deux états. L’ analyse de leurs positions radiales démontre qu'ils ne se distribuent pas 
de manière aléatoire. Chaque gène occuperait donc une position préférentielle dans le noyau des 
macrophages ce qui suggère que ce positionnement a un rôle f onctionnel comme déjà mis en 
évidence dans d’autres modèles cellulaires (Lanctôt et al., 2007; Sexton et al., 2007; Pai et al., 
2010). Lors de l’activation des m acrophages, le positionnem ent radial de TNFα présente  un 
changement important (p=0,008). Ce gène, su r-exprimé, se localise plus à la périphérie 
nucléaire dans les macrophages activés. Un rapproc hement vers la périphérie du noyau lors de 
la transcript ion pourrait favoriser l’export des ARN m. En effet, d es expérien ces 
d’immunoprécipitation de chro matine ont dém ontré que des centaines de gènes actifs 
interagissent avec des protéines des complexes de pore nucléaire (Egecioglu et al., 2011). Ainsi,  
certains gènes sont proches de la périphérie nuc léaire lorsqu' ils sont activés notamment po ur 
favoriser cett e interaction avec les complexes de pore nucléaire (Casolari et al., 2004). La 
comparaison de la position radiale des 3 gènes localisés sur le chrom osome 8 révèle qu’ il n’y a 
pas de différences significatives dans la position de ces gènes (p>0,06 évaluée par test de Mann-
Whitney Wil coxon) alors que deux sont régulés pos itivement (IL8, CXCL10) et le troisième 
n’est pas exprimé (ZAR 1). Parallèle ment, VI M régulé négativ ement occupe également une 
position radi ale qui n' est pas différente de celle de TNF α et d’ IL1β tou s deux régul és 
positivement. Ces résultats tendent à dém ontrer qu' il n' y a pas de correlation entre le 
positionnement radial et les variations d'expression dans ces cellules immunitaires.  
 
D’autres fact eurs co mme l’ enrichissement en gènes de certaines régions d u génome 
participe égalem ent à leu r positionnement préfér entiel dans le noy au (Küpper et al., 2007). 
Plusieurs études ont mis en évidence que le  positionne ment nucléaire des territoires 
chromosomiques est corr élé avec l eur densité en gènes. Cette org anisation est conservée chez 
les vertébrés (Habermann et al., 2001;  Tanabe et  al., 2002 ; Neusser et al., 2007). Nous avons 
donc analysé la densité en gènes des chromosomes portant les gènes sélectionnés pour  définir si 
cette organisation est retrouvée dans les macrophages porcins. La co mparaison de la position  
radiale des gènes a révélé  que les gènes les plus p ériphériques (LGALS3, IL8, CXCL10  et 
ZAR1) sont ceux localisé s sur les chrom osomes présentant une faible densité en gènes (6 
gènes/Mb pour SSC1 et 4,9 gènes/Mb pour SSC 8). Par contre, les gènes localisés plus à 
  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 51 : Graphiques d'analyse de corrélation entre les cycles seuils de PCR 
quantitative et les positions nucléaires pour les 8 gènes différentiellement 
exprimés. 
Pour c haque graphe, l es données obtenues dan s l es m acrophages non stimulés sont  
présentés e n v ert et  l es cel les des m acrophages st imulés en r ouge. A . Graphique de  
corrélation entre les cycles seuils (abscisse) et les  di stances radiales m oyennes 
(ordonnées). Le test de Pearson conduit sur chaque groupe ne montre pas de corrélation 
significative ( p = 0, 055 et p = 0, 283, res pectivement). B . Graphique de corrélation 
entre les cycles seuils (abscisse) et les d istances au  bo rd des territo ires 
chromosomiques (ordonnées). Le test de Pearson conduit sur chaque groupe ne montre 
pas de corrélation significative (p = 0,67 et p = 0,492, respectivement). 
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l’intérieur du noyau, IGF2 sur SSC2, T NFα sur SSC7 et TUBA3 sur SSC5 présentent une plus  
forte densité en gènes (en moyenne, plus de 10 gènes/Mb). Né anmoins les  est imations sur la 
densité en gènes des chrom osomes porcins (h ttp://www.ensembl.org/Sus_scrofa) doivent êtr e 
traitées avec prudence, le séquençage du génom e porcin étant toujours en cours (Archibald et  
al., 2010). Ces données suggèrent que l a position nucléaire de chaque gène est  liée davantage à 
la position du chrom osome qui le porte qu’à so n niveau d’expression comme déjà observé par 
Federico et collaborateurs (2008). Les régions riches en gènes sont plutôt positionnées au centre 
du noyau et les régions pauvres en périphérie. Cette organisation place les séquences pauvres en 
gènes à proxim ité ou dans l’hétéroc hromatine périnucléaire et perm et de conserver un  
environnement de transcription efficace au centr e du noy au. D e plus, une t elle organisation  
permettrait de rapprocher les structures présenta nt les mêmes caractéristiques pour favoriser les 
mécanismes de réplication et de régulation de l’expression des gènes. 
 
Nous avons cherché s’il existait une corrélati on entre le cycle seuil de qRT-PCR, qu i 
donne une bonne tendance du niveau d' expression du gène, et le positionne ment radial de 
chaque gène dans chaque état. Aucune corré lation n'a ét é trouvée entre c es deux paramèt res 
(Figure 51) par le te st de corrélation de Pearson. Nos  résultats sont en accord avec les résultats 
publiés précéde mment s ur l’ absence de corréla tion entre le niveau d'activité et le 
positionnement radial dans le noyau (Kim et al., 2004; Scheuermann et al., 2004; Meaburn a nd 
Misteli, 2008).  
 
Nos résultat s suggèrent que lorsque  les macrophages font f ace à une infection 
bactérienne, des variations du niveau d' expression se produisent pour plusieurs gènes mais elles 
ne s’ accompagnent pas d e repositionnem ent majeur de ces gènes dans l 'espace nucléaire. En  
effet, un seul gène se dépl ace significativement vers la périphérie du noy au, TNFα. Dans cette 
étude, des phénomènes d’ entrainement sont envisageables puisque TNFα est l ocalisé dans le 
complexe CMH de classe III qui est une région ri che en gènes. Les co mplexes CMH sont tous 
localisés sur le chro mosome 7. No us pouvo ns supposer que lors de l’activation des 
macrophages, toute cette région gén omique du CMH, im pliquée dans la productio n de 
molécules du com plément ou la présentation des antigènes soit réorganisée dans les cellul es 
immunitaires. Ce phénomène a d’aille urs déja été observé dans des l ymphocytes et des 
fibroblastes humains (Volpi et al., 2000). Lors de  l’activation par des interferons, l ’ensemble 
des régions du CMH se réorganisent fo rmant des boucles locales. Ces boucles sont notammen t 
maintenues en place sur la  matrice nucléaire par des MAR (« Matrix Attachment Region ») qui 
sont des séquences riche en AT (Ottaviani et al., 2008). La formation de ces boucles contribue à 
la décondensation des com plexes CM H et à l’augmentation de l’ accessibilité aux gènes de 
l’immunité. Nous avons également observé un état plus déco ndensée de l a chro matine du  
chromosome 7 porcin qui porte le CMH. Cette décondensation se traduit par une segmentation 
du TC SSC7 en plusieurs objets dans les macrophages quiescents et stimulés. Ce phénomène a 
déjà été également observé pour le chro mosome 1 dans les macrophages de poulet au cours de 
la différenciation (Stadler et al., 2004).  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 52 : Représentation des cycles seuils de PCR quantitative pour les gènes 
sélectionnés.  
Pour chaque gène dans chaque état (activé ou contrôle), le cycle seuil est mentionné, ce 
qui d onne u ne i ndication s ur l e ni veau d' expression des gènes. Les val eurs l es pl us 
basses des cycles seuils correspondent aux niveaux élevés d'expression. 
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Le processus d'activation des macrophages par le mélange LPS-IFNγ ne s’accompagne 
pas d’u ne im portante réorganisation du génom e contrairement à ce qui est observé dans 
plusieurs modèles de différenciation cellulaire. En effet, il a été m ontré sur un m odèle porcin 
que lors de la différe nciation des adipocy tes, le positionnem ent de 6 gènes (sur les 7 gènes 
testés) est modifié de manière significative.  Ces différences d e position sont notamment 
corrélées au x différents états transcri ptionnels de  ces gènes (Szczerbal et  al., 2009). Un 
phénomène sim ilaire est observé lors de la différenciation nor male des cellules épithéliales 
mammaires à a cini où 7 des 11 gèn es te stés occupent des positions radiales différentes 
(Meaburn and Misteli, 2008). Dans ces deux ca s, la réorganisation a lieu au cours d'un 
processus normal de différenciation. La situation est différente pour la différenciation m aligne, 
où aucune différence n’ a été observée pour ces mêmes gènes. Un autre exemple publié 
récemment illustre l' absence de réorganisation nucléaire globale des gènes ou des territoire s 
chromosomiques après l’addition d' hormones pour l'activation transcriptionnelle ciblée d e 
certains gènes dans des li gnées de cellules cancéreuses mammaires (Kocanova et al., 2010).  
L'activation des cellules i mmunitaires par le LPS-IFN γ induit une réponse inflammatoir e et es t 
donc plus proche, en termes de réactions cellulaires, de processus qui se produisent au cours de 
l'activation des c ellules n otamment lors de la  tu morigenèse, que durant la différenciati on 
cellulaire normale.  
 
Position des gènes par rapport à leurs territoires 
chromosomiques lors de l’activation des macrophages 
 
Plusieurs ét udes soutiennent l’hy pothèse que les gène s actifs sont situés  
préférentiellement à la périphérie ou même à l'extérieur des territoires chromosomiques (Kurz et 
al., 1996; Di etzel et al., 1999; Bo yle et al., 2001 ; Bártová et al., 2002; Chambeyron and 
Bickmore, 2 004; Harnicarová et al., 2006). Cependant, d ’autres études dém ontrent qu’au 
contraire, des gènes actifs peuvent être égale ment positionnés à l'i ntérieur ou à  l’extérieur des  
TC (Mahy  e t al., 2002; Zink et al., 2004) de même que les séquences enr ichies en gènes 
(Küpper et al., 2007). Nos  données sont concor dantes avec cette observation a vec l’ exemple 
d’IL1β qui  r este préférentiellem ent dans son TC  a lors que ce gène est exprim é dans les 
macrophages et même sur-exprimé dans les macrophages activés. Cette observation peut ê tre 
expliquée par le modèle TC-IC qui postule que les t erritoires chromosomiques s’apparentent à 
des éponges au travers desquelles d es réseaux de canaux interchromati niens per mettent 
l’accessibilité des facteurs de transcription et l’export des ARNm. Toutefois, la comparaison des 
cycles seuils des qRT-PCR (Figure 52) pour IL1β et IL8 (clairement en dehors de son TC) dans 
les macrophages au repos, révèle également un pl us faible niveau basal d'expression pour IL 1β 
(9,9 c ycles de différences par rapport au gène de ménage B2 μ, co mparativement à 3,5 pour  
IL8). Nous avons obtenu exactement les mêmes ré sultats dans les neutrophiles au repos et 
activés. Idéalem ent, une approche PCR quan titative absolue aurait perm is de co mparer 
précisément le niveau d’ expression des gènes entre eux. L’utilisation des cy cles de sortie PC R 
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n’est pas convention nelle et peu précise ; n éanmoins elle donne une indication relativement 
fiable lorsque la différence est aussi notable (plus de 3 cycles). 
 
Certains gènes présentant une sous-expression au cours de l’ activation des phagoc ytes 
sont positionnés préférentiellement à l’extérieur de l eurs territoires chro mosomiques dans le s 
phagocytes contrôles ou a ctivés, c’ est le cas de VI M et d’ IGF2. VIM est im pliqué dans  le  
cytosquelette et pré sente une forte expression bas ale (Figure 52 ) ce qui suggère que ce gène 
puisse être l ocalisé dans une usine à transcription à l’ extérieur de son TC. IGF2 n’ est pa s 
fortement exprimé, cependant il se positionne lui au ssi plutôt à l’extérieur de son TC. Dans ce 
cas, il  est  possible que c e gène soit d ans une régi on riche en gènes for mant une structure 
décondensée (Foster et al., 2005). Il a été montré que certaines de ces régions peuvent s’éloigner 
jusqu’à 2µm de leur TC (Küpper et al., 2007). Néanmoins, aucune m odification de position 
n’est observée pour ces deux gènes durant l ’activation des phagoc ytes et seuls les gènes 
impliqués dans la réponse i mmunitaire présentent une modification de leur position par rapport  
à leur TC.  
 
Un des objectifs de cette étude était d 'analyser si la variation du niveau d'expression de  
certains gène s cibles, lié e au processus  d'a ctivation, s’ accompagne de change ments dans l eur 
position relative aux TC. Un changement important a été détecté pour IL8 qui  apparaît être en 
dehors de son TC plus souvent dans les pha gocytes activés (neutrophiles et macrophages) que 
dans les phagoc ytes contrôles (p = 0,003 et p <10 -16). Cette cy tokine a un rôle im portant au 
cours de la réponse immu nitaire puisq u’elle par ticipe au recrutement des neutrophiles au site 
inflammatoire. L’induction des phagocy tes conduit probablement au repositio nnement du gène 
IL8 dans une usine à transcription pour augmenter la production de cette cytokine et avec elle, le 
recrutement des autres cellules immunitaires.  
Les analyses utilisant la classification en troi s catégories (intérieur, bord, extérieur) ont  
permis d’avoir une vue globale  de la localisation des gène s par rapport à leurs territoires 
chromosomiques. Un intérêt a ét é porté aux di stances des cy tokines sur-expri mées prés entant 
une tendance à être située s à l’ extérieur de leur TC (TNF α, IL8 et CXCL10). La distance ent re 
le centre du gène et le bord du TC a ugmente lo rs de l’activation (p=0,0 015 ; p=0,0 226 et 
p=0,0325). A u final, ces r ésultats montrent que  l' activation transc riptionnelle d’IL8, TNFα et 
CXCL10 par un m élange LPS-IFN γ conduit à une plus for te décondensation et à un e 
relocalisation de la fibre de chro matine. Ces phénomènes se manifestent par u ne augmentation 
de la fréquence avec laquelle la région apparaît positionnée sur une boucle externe (IL8) ou par 
l’augmentation de sa distance avec le bord du territoire chromosomique (TNFα, CXCL10, IL8). 
Plusieurs études s’ intéressant à la r égion du CMH ont déjà dé montré ce phénomène après une 
régulation transcriptionnelle par l’IFNγ (Volpi et al., 2 000; Christova et al., 2007; Ku mar et al., 
2007; Ottaviani et al., 2008). Nos données montrent un comportement similaire pour un gène du 
complexe CMH dans les cellules phagoc ytaires porcines  et s 'étendent mê me à d'autre s gènes 
dont l'activation par l’IFNγ est une étape clé dans la réponse immunitaire à médiation cellulaire.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 53 : Distribution des gènes exprimés sur les chromosomes. 
Les gè nes a nnotés da ns l e n avigateur des génomes Ense mbl et  expri més da ns l es 
macrophages (p ar les données d e pu ces à ADN) sont rep résentés selon  leur po sition 
chromosomique, par leur niveau d'expression (vert = faible, rouge = él evé) dans l’état 
activé par rapport au c ontrôle. Pour chaque chromosome, le brin se ns est représenté à  
gauche et le brin anti-sens à droite. Les gènes sélectionnés pour les analyses FISH 3D 
sont indiqués sur leur brin correspondant. 
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L’ensemble de ces observations suggèrent une  configuration spécifique des différentes 
régions génomiques dans un espace à trois dimensions. Dans cette étude, cette configuration est 
principalement dépendant e des gènes mais ég alement de l’ état d’ activation des cellule s 
immunitaires. En effet, si dans cette étude trois gènes sont locali sés sur le même chromosome 
(SSC8) : IL8, CXCL10 et ZAR1, ils ne  présentent pas les  mêmes profils d’ expression génique 
ni le même comportement lors de l’activation. La position d'IL8 et de CXCL10 (tous deux sur-
exprimés) par rapport à SSC8 est m odifiée par le processus d'acti vation, alors que ZAR1 (non 
exprimé) ne modifie pas son positionnement. IL8 et CXCL10 sont relativemen t proches (3Mb) 
dans une région où les gènes voisins (groupes de chimiokines inflammatoires) sont globalement 
actifs contraire ment à ZAR1 (Figure 53 ). Toutes les structures décrites formant des boucles 
sont des régions présentant une forte densité  en gènes ou une augmentation coordonnée de  
l’expression de leurs gène s (le clust er CMH, le cl uster EDC, le complexe HoxB) (Volpi et al., 
2000; Williams et al., 2002; Cham beyron and Bi ckmore, 2004).  L’extension de structures en  
dehors des TC a été signalée comme un élément im portant pour les interactions avec d'autres 
éléments du noyau ou leur regroupement dans des usines à transcription spécifiques (Osborne et 
al., 2004; Osborne et al., 2007; Soutoglou and Misteli, 2007).  
 
 Cependant, nos observations ont confi rmé également que les boucles externes ne son t 
pas une exig ence absolue pour la trans cription (Christova et al., 2 007). IL1β, qui est aussi une 
cytokine présentant une augmentation de son niveau d’expression dans les cellules immunitaires 
activées (macrophages et neutrophiles), reste positionnée à l’intérieur de son TC alors qu'elle est 
activement transcrite. Dans ce cas, l’analyse des gènes autour d’ IL1β révèle q u’ils ne sont pas 
impliqués dans la réponse immunitaire. Co mpte tenu des donn ées disponibl es mais enco re 
partielles, IL 1β serait le seul gène sur-exprimé lors de  l’activation des cellules i mmunitaires 
dans cette région du chromosome 3 (Figure 53).  
 
Nous avons trouvé les mêm es résultats dans  un au tre type de cellules imm unitaires 
(neutrophiles), malgré la structure particulière de leur no yau qui suggère que ce co mportement 
est probablement spécifique des cellules phagoc ytaires impliquées dans la réponse immunitaire. 
Les résultats obtenus sur des fibroblastes choisis comme lignée de cellules non imm unitaire 
confirment c ette hy pothèse. En effet, l es de ux cy tokines IL8 et CXCL10 qui sont forte ment 
exprimées dans les macrophages, même avant l'activation, se trouvent plut ôt à l'extérieur ou au 
bord de leur TC dans les cellules imm unitaires alors que cette tendance ne se retrouve pas d ans 
les fibroblastes, dans lequels ces gènes sont nettement moins exprimés, et où ils sont également 
répartis entre  les trois  cat égories (intér ieur, bord, extérieur). A l ’inverse, TN Fα conserve sa 
tendance à être à l'extérieur ou au bord de son territoire chromosomique dans les fibroblastes.  
Ce gène appartient au CMH une des plus rich es régions en gènes du génom e. Le CMH a d éjà 
été observé le plus souvent à la périph érie de son TC ou sur de grandes boucles externes dans 
les fibroblastes humains (Volpi et al., 2000), et ce, indépendamment de son statut d'expression. 
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Conclusion 
 
Les conclusions qui se dégagent de ce travail de  thèse sont de plusieurs natures. Dans le 
cadre des expériences menées sur la toxine T-2,  les approches utilisées ont per mis de mettre en 
évidence des effets toxiques très ciblés qui n’ avaient pas encore ét é observés. Une pré -
exposition à cette toxine diminue la réponse infl ammatoire en diminuant l ’expression protéique 
des cy tokines pro-inflammatoires IL1- β et TNF- α. Il existe également, dans les macrophages 
porcins, un e ffet marqué sur les ribosomes à une  dose de 3nM  de toxine T -2. A des do ses 
supérieures, la toxine T-2 présente des effets cytotoxiques. De manière plus spécifique, l’action 
de cette toxine à des doses non-c ytotoxiques, sur l’activation des macrophages par la voie des 
TLRs est si gnificative. Les faibles doses de to xine T-2 diminuent préférentielle ment la  
production de cytokines via les TLRs localisés à la surface cellulaire. Cette étude a ainsi montré 
qu’une pré-exposition à la toxine T-2 pouvait affaiblir les premières lignes de défense contre de 
nombreux pathogènes pouvant expliquer l’augm entation de la sensibilité de ces anim aux face 
aux infections opportunistes. L’analyse globale menée sur le tran scriptome du macrophage n’a 
pas révélé d ’effet inhibit eur de la toxine T-2 sur  l' expression des gènes de l’imm unité. 
Néanmoins, un effet activ ateur de la to xine T-2  a été observé su r la transcription de quelq ues 
gènes mais pourrait être lié à l’activation des voies de signalisation MAPK.  
 
Les conclusions apportée s par les études su r l’ expression des gènes révèlent  que les 
macrophages dérivés de m onocytes sont des cellu les relativement préparées  à l’infection . En 
effet, peu de gènes sont trouvés différentiellem ent exprimés lors de l’activation de ces cell ules 
par du LPS e t de l’IFN γ. On note égalem ent un no mbre plus important de gè nes sur-exprimés 
relativement aux gènes sous–exprimés lors de l’activation.  
 
Nous voulio ns déterm iner si, dans les macrophages porcins, les variations d e 
l’expression des gènes liées à une activation cellulaire conduisent également à des modifications 
de l’organisation nucléaire. Les r ésultats présentés montrent une absence de corrélation globale 
entre niveau d’expression et position radiale des gènes. Néanmoins, parmi les 4 gènes codants 
pour des molécules inflammatoires (cytokines et chemokines) qui présentent une sur-expression 
dans les macrophages activés, 3 d’entre eux présentent une variation de leur positionnement lors 
de l’activation du m acrophage. Ce repositionnem ent est observé par rapport au no yau (TNFα) 
mais égale ment par rapp ort aux territoires chro mosomiques (T NFα, CXCL 10 et IL8). Ces 
résultats ont été confirm és pour  TNFα et IL8 dans l es neutrophil es qui constit uent une autr e 
population de cellules i mmunitaires ce qui suggère un comportement spécifiq ue de ces gènes 
dans les phagoc ytes porcins. Les fibroblastes, choisis co mme une lignée de cellules contrôles 
non im pliquées dans la réponse i mmunitaire, confirm ent cette hypothès e. Ces données 
suggèrent que les variations de  position dans l' espace nucléaire  de gènes différentiellement 
exprimés en réponse à l 'activation, sont spécifique s du type cellulaire, mais aussi étroitement 
liées à la den sité en gènes et à l' état transcriptionnel de toute la région chr omosomique qui les 
porte.
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Les trichothécènes du type A (T-2 et son Dérivé HT-2) sont généralement plus toxiques 
que ceux de type B (déoxynivalénol  et nivalénol) mais sont au ssi moins étu diés. Pourtant la 
présence de toxine T-2 dans les cultures de céréales constitue un danger pour la santé hu maine 
et anim ale. L’action m oléculaire de la toxine T-2  doit être étudiée pour c omprendre les 
mécanismes agissant sur les cascades de signalisation des récepteurs TLRs qui conduisent à une 
réduction sig nificative de la producti on des cyto kines inflammatoires TNF α et IL1 β. Il 
conviendrait de mettre en place des approches pour mieux définir les cascades de signalisation 
qui sont affectées par cette toxine.  
 
L’approche menée sur les macrophages porci ns a conduit à la mise en évid ence de 
régions géni ques im pliquées dans la r éponse in flammatoire où les gènes ont tendance à se 
repositionner dans l’ espace nucléair e pour facilite r leur transcri ption. Parm i ces r égions, la 
région qui porte le CMH porcin devrait être étudiée de manière plus précise. Un  marquage des 
différentes classes du CMH par des BAC spécifiques permettrait d’observer les variations dans 
l’organisation 3D de cette région lors de l’activation des macrophages. De la même manière, un 
marquage de la région du chrom osome 8 qui c ontient un nom bre important de cy tokines dont 
IL8 et CXCL10 perm ettrait d’observ er si une  boucle est for mée à parti r du territoire 
chromosomique pour faci liter l’expres sion des gè nes de cette région. Cette analy se passe 
également par un couplage avec un imm unomarquage des usines à transcription ou des 
domaines SC35 pour définir si ces m ouvements de  la chromatine sont directe ment liés à ces 
complexes protéiques impliqués dans la transcription.  
 
La régulation transcriptionnelle doit  être  considérée dans un context e global 
d’organisation du génom e, plutôt que comme un mécanisme agissant sur de s gènes isolé s. I l 
serait intére ssant d'an alyser les inter actions ay ant lieu à l 'échelle du génome entier , n on 
seulement les interactions ADN-ADN (inter et in tra chromosomiques) mais également avec l es 
autres co mpartiments nucléaires (S C35, nucléol es, mem brane nucléaire) par des approches 
Chip-Seq. L es interactions ADN-ADN s ont aujour d’hui détectables par des ap proches à haut 
débit comme la Hi-C. Les prem iers résultats ont déjà mis en évidence quelques principe s 
importants de l'a rchitecture des chro mosomes et permettent la mise en évidence de véritable s 
« interactomes » entre régions chromosomiques (Schoenfelder et al., 2010). Dans le cadre des 
études sur le système immunitaire les approches de ce type permettraient de mettre en évidence 
d’éventuelles interactions entre régions géni ques impliquées dans un même processus cellulaire 
comme la pr ésentation des antigènes souvent couplée à l a production d’une multitude de 
molécules de signalisation. Les usines à transcription, au cœur des mécanismes de transcription 
permettent d’imaginer ce concept de régulation combinée de l 'expression des gènes. Prédire ces 
multiples interactions dyn amiques permettra de mieux com prendre l’organis ation spatiale et 
fonctionnelle globale des chromosomes dans le noyau. 
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Abstract Changes in the nuclear positioning of specific
genes, depending on their expression status, have been
observed in a large diversity of physiological processes.
However, gene position is poorly documented for immune
cells which have been subjected to activation following
bacterial infection. Using a pig model, we focused our
study on monocyte-derived macrophages and neutrophils,
as they are the first lines of defence against pathogens. We
examined whether changes in gene expression due to LPS
activation imply that genes have repositioned in the nuclear
space. We first performed a transcriptomic analysis to
identify the differentially expressed genes and then ana-
lysed the networks involved during lypopolysaccharide/
interferon gamma activation in monocyte-derived macro-
phages. This allowed us to select four up-regulated (IL1β,
IL8, CXCL10 and TNFα) and four down-regulated (VIM,
LGALS3, TUBA3 and IGF2) genes. Their expression
statuses were verified by quantitative real-time RT-PCR
before studying their behaviour in the nuclear space during
macrophage activation by means of 3D fluorescence in situ
hybridization. No global correlation was found between gene
activity and radial positioning. Only TNFα belonging to the
highly transcribed MHC region on chromosome 7 became
more peripherally localized in relation to the less decondensed
state of its chromosome territory (CT) in activated macro-
phages. The analysis of gene positioning towards their CT
revealed that IL8 increases significantly its tendency to be
outside its CT during the activation process. In addition, the
gene to CTedge distances increase for the three up-regulated
genes (IL8, CXCL10 and TNFα) among the four analysed.
Contrarily, the four down-regulated genes did not change their
position. The analysis of gene behaviour towards their CTwas
extended to include neutrophils for three (TNFα, IL8 and
IL1β) up- and two (IGF2 and TUBA3) down-regulated genes,
and similar results were obtained. The analysis was completed
by studying the four up-regulated genes in fibroblasts, not
involved in immune response. Our data suggest that relocation
in the nuclear space of genes that are differentially expressed
in activated immune cells is gene and cell type specific but
also closely linked to the entire up-regulation status of their
chromosomal regions.
Introduction
The development of an immune response is a complex
mechanism involving an extensive regulation of cells that
are central to the inflammatory process. The first actors of
inflammation are monocyte-derived macrophages (reviewed
in Geissmann et al. 2010) and neutrophils (Nathan 2006)
which are essential for building and modulating the innate
response. These phagocytic cells are able to destroy
infectious agents and their properties are coupled with
remarkably diverse patterns of gene expression. Neutrophils
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are the first cells to intervene at infection sites but they have
a short lifespan, and after phagocytosis they undergo
apoptosis and must be eliminated from the inflammatory
sites to avoid tissue damage. The second actors to arrive at
infection sites are monocytes. These differentiate into
macrophages and phagocyte both pathogens and apoptotic
neutrophils. To do this, they develop their cytoplasm to make
pseudopodia which enables them to internalize foreign
particles. This highly dynamic aspect concerns the cytoplasm
but the nucleus also needs a certain adaptive plasticity for
movement. So in response to a pathogen aggression, these
immune cells undergo a series of distinct functional changes
in state, resulting in cytoskeletal rearrangements, production
of reactive oxygen and release of toxic peptides, all
processes which imply variations in gene expression. These
variations can be estimated by transcriptomic analyses using
microarrays that allow the screening of a large number of
changes in mRNA expression. Microarrays have been
widely used in immune cells to study the host response at
the gene transcription level in several situations such as
bacterial infections (Malcolm et al. 2003; Ge et al. 2010),
stimulation by various components (Kawano et al. 2010),
atherosclerosis (Smith et al. 2006) or ischemic stroke (Tang
et al. 2006).
Numerous recent studies have supported the concept of
3D remodelling of chromatin as a determinant for genomic
regulation, pinpointing the major role of 3D nuclear
organization in gene regulation (for a review, see Cremer
et al. 2006; Lanctôt et al. 2007; Misteli 2007; Pai and
Engelke 2010). In the higher eukaryotes studied so far,
chromosomes have been shown to be located in specific
regions in the interphase nucleus called chromosome
territories (CTs) and more-detailed mapping studies have
confirmed that genome regions (early- or late-replicating
DNA) are also non-randomly arranged within the nucleus
(reviewed in Cremer and Cremer 2001; Parada and Misteli
2002; Cremer et al. 2006; Misteli 2007). The spatial
configuration of chromosomes results in interchromosomal
and intrachromosomal interactions that bring distant ge-
nomic elements in close proximity. As with chromosomes,
the position of single genes is non-random and has been
linked to their functional status. Originally supported by the
fact that the nuclear envelope is a silent compartment
(Kosak et al. 2002), further studies have shown that the
repositioning of loci from nuclear periphery to nuclear
interior is correlated with gene activation (Zink et al. 2004;
Ragoczy et al. 2006; Finlan et al. 2008). However, recent
data on Saccharomyces cerevisae indicate that the nuclear
periphery does not function exclusively as a repressive
environment. In yeast, a large number of genes are
repositioned to the periphery when they become activated,
by interacting with nuclear-pore components (Casolari et al.
2004; Akhtar and Gasser 2007). Evidence for gene
activation at the nuclear periphery has also been observed
in mammalian cells (reviewed in Brown and Silver 2007;
Lanctôt et al. 2007), and a study using a transgene tethered
to the nuclear lamina showed that this transgene maintains
transcriptional activity (Kumaran and Spector 2008). Two
other studies have shown that attachment to the nuclear
periphery does not generally preclude transcriptional
activity, but the transcription of a fraction of genes near
the tethered locus has shown reduced expression (Finlan et
al. 2008; Reddy et al. 2008). Apart from these observations,
loci organization within a CT has also been found to be an
important factor in gene regulation. While some authors
have predicted that active genes can be found outside
chromosome territories (Dietzel et al. 1999), others have
demonstrated that active or inactive genes can both be
found at the periphery of chromosome territories (Kurz et
al. 1996; Scheuermann et al. 2004). In addition, upon
transcriptional activation, several cases have been docu-
mented of genes repositioning relative to their chromosome
territories by means of chromatin loop formation (Volpi et
al. 2000; Williams et al. 2002; Chambeyron and Bickmore
2004; Szczerbal et al. 2009). However, genes looping out
from chromosome territories may not always be linked to
up-regulation of gene expression as demonstrated by Morey
and collaborators (2009) with their example of the ability of
a transposed Hoxb1 to induce some looping out, in the
absence of transcription.
Thus over the past 15 years, numerous studies have
highlighted the major role of nuclear architecture in the
regulation of cellular functions. Among several examples,
this role has been studied during cellular differentiation
(Bártová et al. 2002; Williams et al. 2002; Stadler et al.
2004; Ragoczy et al. 2006; Brown et al. 2008; Szczerbal et
al. 2009), embryonic development (Chambeyron and
Bickmore 2004; Chambeyron et al. 2005; Morey et al.
2009) and tumour progression (Meaburn and Misteli 2008).
Immune response is another important biological process.
However, data available on the spatial organization of
the genome concern principally the lymphocytes while
little information is available for phagocytes, which also
play a key role in this process. Some studies have
analysed the 3D nuclear organization of chromosome
territories in murine macrophages (Mayer et al. 2005;
Hepperger et al. 2008) and in human (Hepperger et al.
2009) and porcine (Yerle-Bouissou et al. 2009) neutrophils.
The relation between nuclear position and gene activity
status has been investigated in human neutrophils (Bártová
et al. 2002), and chicken (Stadler et al. 2004) and murine
(Hepperger et al. 2008) macrophages but mainly in the
context of cell differentiation.
To address this question, we chose porcine monocyte-
derived macrophages as our model and lypopolysacchar-
ide (LPS)/interferon gamma (IFNγ) activation. Using a
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transcriptomic approach, we first determined which genes
are differentially expressed when the macrophages are
activated. We then selected four up- and five down-regulated
genes and one non-expressed gene to investigate the
relationship between nuclear positions and expression levels.
The spatial arrangements of differentially expressed genes
were then compared in control and activated macrophages
using 3D fluorescence in situ hybridization (3D-FISH),
confocal microscopy and 3D image analyses. In order to
estimate whether the type of repositioning observed is gene
specific and/or cell specific, similar analyses were first
performed on neutrophils subjected to LPS stimulation as
another type of immune cell and finally on fibroblasts not
related to immune response.
Materials and methods
Cell isolation and stimulation
Monocytes/macrophages
Macrophages were isolated from Jugular venous blood of
3- to 5-month-old female pigs (synthetic line PIC410),
collected aseptically (50 ml) in heparinised tubes. The
blood was diluted in Hank’s solution (v/v). Peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) were isolated by density
gradient centrifugation (1.077 g/l, Lymphoprep, Eurobio,
les Ulis, France) for 30 min at 800 g at room temperature.
PBMCs were collected and submitted to a lysis solution
(NH4Cl 0.15 M–KHCO3 0.01 M–EDTA Na2 1 μM) at 4°C
for 5 min to eliminate red cells. The cells were washed
twice with PBS and resuspended in RPMI-1640 media
(Eurobio). Briefly, PBMCs were adjusted to a concentration
of 108 cells/ml with RPMI-1640, and 2 ml of the cell
suspension was distributed to each compartment of a 6-well
polystyrene plate (CellBIND®, Corning, Bagneaux Sur
Loing, France). Four hours later, three PBS washings
were undertaken to remove non-adherent cells. For the
generation of monocyte-derived macrophages, the cells
were cultured in RPMI-1640 supplemented with 10%
foetal bovine serum (Eurobio) completed with 1% L-
Glutamin (Invitrogen, Cergy Pontoise, France), 1% non-
essential amino acids (Sigma-Aldrich, Saint Quentin
Fallavier, France), 100 IU/ml penicillin, 100 μg/ml
streptomycin (Invitrogen) and CSF-1 growth factor. This
factor was released in their growing medium by LAD-
MAC cells (Sklar et al. 1985). Ten percent of the
LADMAC-cell medium was added to a normal culture
medium. The culture was kept at 39°C with 5% CO2 for
4 days. The cells were then submitted to labelling with anti
human CD14 antibody (MACS CD14 microbeads, Miltenyi
Biotec, Paris, France). After washing off the excess beads, the
purified CD14+ cells were passed through an AutoMACS
separation column (Miltenyi Biotec), according to the
manufacturer’s instructions.
Purity and viability of the cell population were
estimated by flow cytometry using anti-porcine CD163
monoclonal antibody (clone 74-22-15, IgG1, VMRD,
Lissieu, France) and anti-porcine SWC3 monoclonal
antibody (IgG1, AbD Serotec, Colmar, France). Macro-
phages accounted for 85% of the counted cells. Cell
viability was greater than 85%.
Neutrophils
Neutrophils were isolated as described previously (Yerle-
Bouissou et al. 2009) from the same blood samples. Briefly,
after the density gradient the pellet containing the neutro-
phils was put in a lysis solution (NH4Cl 0.15 M–KHCO3
0.01 M–EDTA Na2 1 μM) at 4°C for 10 min. The cell
suspension was then centrifuged at 300×g for 20 min, and
then the cell pellet was resuspended in 1 ml of RPMI 1640.
Purity of the cell population was estimated at 90% by
microscopic examination of May-Grünwald Giemsa (Sig-
ma-Aldrich) stained blood smears. Cell viability was found
to be greater than 95% by a Trypan blue dye exclusion test.
Fibroblasts
Primary porcine skin fibroblast cells were grown as
monolayers on glass slides in RPMI-1640 (3.7×105 cells/
slide) supplemented with 15% foetal calf serum (Eurobio)
at 37°C in a 5% CO2 atmosphere.
Cell activation
The macrophage sample (107 cells) was divided into two
parts, one of which was incubated in a culture medium
(control batch), the other in a culture medium supplemented
with LPS (10 μg/ml) and IFNγ (1 ng/ml; activated batch),
both for 3 h at 37°C. Culture supernatants from these
batches (control and activated) were frozen to −20°C for
tumour necrosis factor α (TNFα) and IL1β cytokines
quantification by ELISA tests using commercially available
ELISA kits (DuoSet, R&D Systems, Lille, France), accord-
ing to the manufacturer’s instructions.
Similarly, two batches (control and LPS activated)
were prepared for neutrophils as described previously
(Yerle-Bouissou et al. 2009).
RNA isolation (from macrophages and neutrophils)
and quality control
Five different samples from five young female pigs were
used for RNA isolation. The samples were prepared and
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activated independently. Cell suspensions were briefly
centrifuged, and the cell pellets were put in a 2-ml solution
of Extract All (Eurobio) per 20×106 cells for macrophages
and in 3 ml solution of Extract All (Eurobio) per 100×106
cells for neutrophils. All RNAs were extracted simulta-
neously. Total RNAs were extracted as specified in the
manufacturer’s protocol using the RNeasy Mini column
(Qiagen, Courtaboeuf, France) for macrophages and in a
NucleospinRNAII column (Macherey-Nagel, Hoerdt,
France) for neutrophils and fibroblasts. RNA concentrations
were determined by Nanodrop quantification (Thermo
Fisher Scientific, Illkirch, France). RNA quality was
checked on an Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technol-
ogies, Massy, France). These RNA samples obtained from
the five different animals were used both for microarray and
quantitative real-time RT-PCR (qRT-PCR) experiments.
Only RNAs with a RIN score between 8 and 10 were
used. All RNAs were stored at −80°C.
RNA labelling, microarray hybridization and signal
quantification
A common reference hybridization scheme was used to
compare gene expression of control and LPS/IFNγ
activated macrophages. Each pig/condition RNA was
labelled with Cy3 and the common reference, created
by mixing all samples, was labelled with Cy5. Total
RNA (5 μg) was reverse-transcribed and directly labelled
using the ChipShot™ Direct Labeling System (Promega,
Charbonniere, France). The CyDye-labelled cDNAs were
purified using the ChipShot™ Membrane Clean-Up
System (Promega). The absorbance at 260, 550 and
650 nm of CyDye-labelled cDNAs was measured by
Nanodrop (Thermo Fisher Scientific). Frequency of
incorporation and labelling efficiency were checked by
referring to standards provided by Labeled cDNA
Calculator (http://www.promega.com/applications/ivt/cal
culator/#ResultsView). The CyDye-labelled cDNAs were
resuspended at a final concentration of 2.5 pmol/μl in
DNA/long-oligonucleotide hybridization buffer. A total of
ten SLA-RI/NRSP8-13K chips (Gao et al. 2010) were
used in our study. Chip hybridization was performed using
the Corning hybridization system. Prior to hybridization,
the slides were treated with the background-reducing
Pronto Pre-Soak System (Corning) and then prehybridized
using the Pronto Universal Hybridization Solutions and
Kits (Corning). Hybridizations were carried out for 16 h at
42°C with the Ventana Discovery XT System. The slides
were washed according to the recommended protocol
(Corning) and dried by centrifugation at 1,000 rpm for
1 min. The slides were scanned using a GenePix™ 4000B
array scanner (Molecular Devices, Saint-Grégoire,
France), and the array images were then processed with
the GenePix™ Pro software V6.0 (Molecular Devices) to
align spots, integrate ID data files and export reports of
spot intensity data.
Microarray data statistical analyses
To identify significant differential expressions, the micro-
array data were analysed using Limma (Linear Models
for Microarray Data; Smyth 2004) from the Bioconductor
open-source project running under R (Gentleman et al.
2004). After data pre-processing using within-array global
loess normalization, the empirical eBayes method in
Limma, which computes moderated t statistics and log-
odds of differential expression, was applied to identify the
significance of differential expression for each culture
condition. The adjustment for multiple testing was carried
out using the false discovery rate (FDR) method (Reiner et
al. 2003) in Limma. Raw and processed microarray data
along with details on sample processing and microarray
data analysis are available in the Gene Expression
Omnibus (www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) under the accession
number: GSE25491.
Gene network analyses
The differentially expressed genes were analysed using
Ingenuity Pathway Analysis (IPA; Ingenuity Systems, USA)
and Gene Set Enrichment Analysis (GSEA).
IPA software provides targeted information on genes,
proteins, chemicals and drugs, and builds interactive
models. We used it to map genes with known human locus
IDs with corresponding differential expression values to the
corresponding gene object in the Knowledge Base. Gene
networks were algorithmically generated based on their
connectivity and a significance score was assigned for each
network, with an associated p value displayed as −log10.
The GSEA method uses a variation of a Kolmogorov–
Smirnov statistic to provide an enrichment score for a gene
set (Subramanian et al. 2005).
Quantitative real-time RT-PCR
Two microgrammes of total RNAs was reverse-transcribed
using Superscript II enzyme with Oligo (dT) primers. The
cDNAs were quantified using a Nanodrop (Thermo Fisher
Scientific) and diluted to a working concentration (20 ng/
μl). Triplicate reactions were performed in a final volume
of 20 μl with 50 ng cDNA, 300 nM primers and SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystem, Courtaboeuf,
France), using a LightCycler® 480 System (Roche, Meylan,
France). Primers were chosen with the Primer Express
Software (Supplementary Table 1). β-2-Microglobulin was
chosen as the internal reference gene, and the Dart-PCR
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method was used to calculate the fold change in gene
expression as had previously been described (Devriendt et
al. 2009). In order to make the comparison of the two
technologies more reliable, qRT-PCRs were carried out
using the same RNA samples that were used for the
microarray experiments.
3D-FISH experiment
Preparation of slides
The slides were prepared with cells isolated from one
animal. For macrophages, as for neutrophils, a 5×106 cell/
ml suspension in RPMI 1640 was applied to polylysine®
slides (CML, Nemours, France) for 10 min to allow cell
adhesion. 3D fixation was performed similarly for macro-
phages, neutrophils and fibroblasts at room temperature for
10 min with a 4% formaldehyde solution in 1× phosphate-
buffered saline (PBS) freshly made from paraformaldehyde
followed by a short wash in 1× PBS. Before storage at −20°C,
the slides were immersed in 1× PBS containing 20% of
glycerol for 30 min.
Preparation of complex DNA probes (chromosome painting
and BAC clones)
Porcine chromosome paint probes from flow-sorted chro-
mosomes (Yerle et al. 1993) were individually directly
labelled by random priming with Alexa 568 (Invitrogen,
Cergy Pontoise, France). BAC clones containing the
selected genes were isolated from a porcine BAC library
(CRB-GADIE, INRA, Jouy-en-Josas, France) using spe-
cific primers (Supplementary Table 1). The BAC numbers
are listed in Table 1. These BACs were random priming
labelled by incorporation of dUTP Alexa 488 using the
Bioprime DNA labeling kit (Invitrogen). Products from
the reaction were precipitated with porcine Cot-1 DNA
(Applied Genetics Laboratories, Melbourne, USA) and
salmon sperm DNA (Eurobio). Each probe was dropped
onto slides at a final concentration of 100 ng/μl in a
hybridization buffer. The specificity of all probes was
tested by 2D-FISH on porcine metaphase spreads prepared
from lymphocytes according to protocols which had
previously been described (Yerle et al. 1994).
3D-FISH experiment
3D-FISH experiments were carried out according to
(Yerle-Bouissou et al. 2009) with some modifications for
macrophages and fibroblasts: (a) For macrophages, stored
cells (−20°C) were rinsed for 10 min in 1× PBS followed
by a 2-min wash in 1× PBS. Cells were then permeabilized
with 0.5% Triton X-100 and 0.5% saponin in 1× PBS for
15 min at room temperature. After a brief wash in 1× PBS
(2 min), the slides were immersed in Tris–HCl 0.1 M pH
7.2 for 15 min. After a bath in 20% glycerol in 1× PBS for
30 min at room temperature, cells were freeze–thawed (six
times) in liquid nitrogen, washed in 1× PBS for 5 min,
treated with 200 μg/ml RNase A for 30 min at 37°C. Cells
were then washed in 2× saline sodium citrate (SSC) for
5 min and treated with 0.1 N HCl for 2×15 min at room
temperature. They were washed in 2× SSC for 5 min and
incubated in 50% formamide and 2× SSC for at least
3 days at 4°C. (b) For fibroblasts, softer treatments were
applied: post-fixation was omitted, only one incubation in
0.1 N HCl for 10 min was performed and the freeze–thaw
operations with liquid nitrogen were performed five times.
Briefly, cells and probes were simultaneously heat-
denatured at 75°C for 8 min and then incubated for 72 h
for macrophages and neutrophils or 48 h for fibroblasts at
37°C. The entire procedure was carried out in a DAKO
hybridizer. Post-hybridization washes were performed first
in 2× SSC at room temperature (twice) for 15 min, then
three times for 15 min in 2× SSC 50% formamide pH 7.0
at 45°C and finally, three times for 15 min in 0.1× SSC at
50°C. Nuclei were counterstained with 4′,6′diamidino-2-
phenylindole in Vectashield medium (Vector Laboratories,
Burlingame, USA).
Confocal microscopy and image analysis
Confocal microscopy was carried out using a Leica TCS
SP2 confocal microscope (Leica Instruments, Heidelberg,
Germany) equipped with an oil immersion objective (plan
achromatic 63× N.A.=1.4). The Z-stacks were acquired at
1,024×1,024 pixels per frame using an 8-bit pixel depth for
each channel at a constant voxel size of 0.077×0.077×
0.244 μm. Typically, a stack of 45 confocal planes was
acquired. Segmentations and 3D measurements between
objects (nucleus, genes and CT) were done using
NEMO (Iannuccelli et al. 2010), developed from Smart
3D-FISH software (Gué et al. 2005). .Briefly, NEMO
offers a function that automatically detects cells in fields
by taking into account circularity and minimum area
parameters for individual nuclei. Then processing and
segmentation quality estimation parameters are entered.
Processing parameters define xyz resolutions and filters
to run on raw images: 3D median and 3D mathematical
morphology filters were applied to all objects and a
TopHat filter was applied to the gene channel. All objects
are detected automatically by the intensity of pixels
above a globally set threshold. After processing, users
visually inspect image segmentation and distance values
using the NEMO interface. If necessary, the segmentation
threshold can be adjusted manually to improve object
detection.
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3D-FISH statistical analyses
Macrophage nuclei have a spherical shape, so the radial
position of each gene was calculated using the distance
between the gene centre and the nucleus centre normalized
by the local radius (corresponding to the nucleus radius
measured through the gene centre). The cumulative
distributions of radial positions for each gene under the
two conditions (control and activated) were compared using
a two-sided Kolmogorov–Smirnov test (R software, R
Development Core Team 2005).
To determine the position of the genes relative to their CT,
we defined three categories (inside, edge, outside) taking into
account the gene centre to CT edge distances and the
percentage of gene co-localization in CT. The edge category
comprises genes located at less than one voxel from the edge
of the segmented CT. A χ2 test was used to compare the gene
distribution in these categories. p values <0.05 were
considered as significant.
Results
Genes differentially expressed in porcine macrophages
activated by LPS/IFNγ
Monocyte-derived macrophages, obtained as described in
the “Materials and methods” section, were activated by LPS
and IFNγ stimulation. The efficacy of the activation
protocol was assessed by measuring the production of
pro-inflammatory cytokines, TNFα and IL1β. Macro-
phages naturally produce TNFα and IL1β but this
production increases under activation. In the present
experiment, the production of TNFα (from 476 pg/μl to
5930 pg/μl) and IL1β (from 362 pg/μl to 3668 pg/μl) was
increased 12 and 10 times, respectively, in LPS/IFNγ
treated cells.
The analysis of gene expression profiles of control and
activated macrophages was carried out using a dedicated
microarray, the porcine SLA-RI/NRSP8-13K chip which
includes a dedicated SLA-RI oligonucleotide set (3,773
probes targeting Swine Leukocyte Antigens and Immune
Response), the Qiagen-NRSP8 microarray oligonucleotide
set and a series of positive and negative controls, totalling
19,200 probes (Gao et al. 2010). The experimental model
was designed to compare samples from control macro-
phages with LPS/IFNγ-activated macrophages using a
common reference.
The comparison of control and activated macrophages
revealed 68 probes (Fig. 1 and Supplementary Table 2)
targeting 60 differentially expressed genes with a 5% FDR.
Of these probes, 45 originated from the pangenomic set
(66%) and 23 from the SLA-RI set (34%). Seven probes
were down-regulated (10%) and 61 were up-regulated
(90%) on LPS/IFNγ activation. A low amplitude of log
ratio was observed for these genes. Interestingly, in this
selection, eight up-regulated genes were targeted with
probes from the two sets and concordant expression levels
Table 1 Cellular function and chromosomal position of the genes selected for the 3D-FISH
Genes indicated in red and green are respectively up- and down-regulated
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were obtained (Supplementary Table 2). The 60 differen-
tially expressed genes are well distributed on the porcine
genome as all chromosomes except SSC16 (Sus scrofa
domestica 16), a relatively small chromosome, carry at least
one of these genes (http://www.ensembl.org/index.html;
Supplementary Fig. 1).
LPS/IFNγ-related gene networks
Using Ingenuity Pathway Analysis (IPA), a web-based
software application that enables to analyse, integrate and
understand data derived from gene expression (http://www.
ingenuity.com/index.html), we found that the 60 differentially
expressed genes are associated with three biological function
catalogues: “Diseases and Disorders”, “Molecular and Cellu-
lar Functions” and “Physiological System Development and
Function”. More precisely, in each catalogue, five main
categories are defined as shown in Fig. 2. The “Genetic
Disorder” class (24 genes) is well represented, probably due
to the large number of regulatory elements and inducible
factors linked to the 60 selected genes. The other major
categories “Antigen presentation” (24 genes), “Hematological
system development and function” (23 genes) and “Cell-
mediated immune response” (21 genes) are clearly related to
our cellular model. Overall, eight of the 15 categories found
by the IPA analysis are related to immunity.
Applying IPA to the 60 differentially expressed genes
allowed us to define three gene networks with scores over 2
(corresponding to 99% confidence of their not being randomly
generated; Fig. 3). Network 1 (score of 49) implies 22 up-
regulated genes (Fig. 3a) and is associated with cellular
movement, haematological system development and function,
and immune cell trafficking. This network comprises a large
number of cytokines and chemokines such as interferons. P38
MAP kinase is also strongly implicated in terms of its
interactions. Network 2 (score of 25) groups 11 genes, among
which ten are up-regulated and only one is down-regulated
(Fig. 3b). This network is implicated in the development and
function of connective tissue, tissue morphology and cancer,
and includes interferon gamma and the proto-oncogene
MYC. Network 3, with the lowest score (19) groups nine
genes, of which six are up- and three are down-regulated
(Fig. 3c). This network, which is related to cellular
movement, haematological system development and function
and immune cell trafficking, is centred on cytokines IL1β and
IL8, and includes the NFKBIA and NFκB complexes.
A Gene Set Enrichment Analysis (GSEA; Subramanian
et al. 2005) was also carried out in order to have a global
view of the activation process. Using this approach, we
found 20 positively regulated gene sets, seven of which
involve regulation of an interferon (Supplementary Table 3).
In addition, 18 gene sets were found to be down-regulated
(Supplementary Table 3); two of these are involved in the
cytoskeleton and two others in the ribosomes. These
analyses confirm the hypothesis that the predominant genes
affected by LPS/IFNγ stimulation are related to immunity,
cell movement and cell interactions.
Gene selection and validation for nuclear analysis
by 3D-FISH
To ascertain whether a variation in gene expression (up- or
down-regulation) is associated with repositioning in the
nuclear space, we selected from the DNA array results, the
top 4 down-regulated genes: NEDD4L, VIM, LGALS3 and
TUBA3 and the top four up-regulated ones: IL1β, SLAMF7,
IL8 and CXCL10 irrespective of their position in a network.
TNFα was added to the list of the up-regulated genes
according to data obtained from the literature (Bradley 2008)
demonstrating its central role in inflammation. Two addition-
al genes were added to this selection: IGF2, which harbours
no significant expression level difference between control
and activated states, and ZAR1, which is non-expressed in
macrophages. Chromosomal positions and cellular functions
of these selected genes are given in Table 1.
Fig. 1 Hierarchical clustering of the 68 probes targeting 60 genes
found differentially expressed in macrophages after LPS and IFNγ
stimulation. Genes targeted by two probes are indicated by a star
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Differential expressions of these genes were validated by
qRT-PCR. Globally concordant results were obtained with
the two methods but larger amplitude ratios were observed
in qRT-PCR experiments than with the DNA array approach
(Fig. 4a). However, differences were observed for two
genes: NEDD4L was found to be down-regulated by the
microarray analysis while the qRT-PCR did not confirm this
down-regulation. On the contrary, a down-regulation of
IGF2 was revealed by the qRT-PCR analysis while it was
not found to be differentially expressed in the microarray
analysis. We checked the sequence homology of the
NEDD4L oligonucleotide present on the microarray used
with other porcine ESTs and found a high sequence
homology (98%) with another EST (AJ679682) targeting
the smooth muscle protein 22-alpha. Similarly the IGF2
oligonucleotide, shares 100% sequence homology with the
porcine ESTAY242112 targeting tyrosine hydroxylase. This
could explain the discrepancy, in other words why the
expression levels obtained do not correspond to the
expected genes. Since the qRT-PCR is a more accurate
method, we selected IGF2 and removed NEDD4L from the
list of selected genes for the 3D-FISH analysis. The non-
expression of ZAR1 in macrophages was confirmed by
classical RT-PCR (Supplementary Fig. 2).
Gene-specific positioning during macrophage activation
by LPS/IFNγ
In order to correlate gene repositioning with change in gene
expression during macrophage activation, we investigated
the nuclear localization of the selected genes along with
their associated chromosomes by 3D-FISH. The chromosomal
localizations of the selected genes were controlled by 2D-
FISH on metaphases using the BAC clones (Supplementary
Fig. 3). SLAMF7 was thus excluded because the probe used
does not target the expected chromosome (SSC4). The
selected genes map to 7 different chromosomes: SSC1,
SSC2, SSC3, SSC5, SSC7, SSC8 and SSC10. Interestingly,
three genes among the nine investigated map to the same
chromosome (SSC8) and have a different expression
status, two being up-regulated (IL8 and CXCL10) and
one non-expressed (ZAR1). We used structurally pre-
served macrophages in combination with confocal mi-
croscopy and 3D image analysis to investigate the
nuclear positioning of the selected genes relative both
to the nuclear radius and to their associated chromosome
territories (Fig. 5). In each 3D-FISH experiment, we
generated serial optical sections from around 80 to 140
nuclei of macrophages in both control and activated states.
Image stacks were processed with NEMO software
(Iannuccelli et al. 2010).
Radial positioning of genes in the nuclei
Distances between the BAC signal centres and the nucleus
centres were measured for the 9 selected genes and were
normalized individually to the nuclear radius of each cell.
These radial distances are shown in Fig. 6. IGF2 is located in
the nuclear interior (Fig. 6e), VIM, TUBA3, TNFα and
IL1β in an intermediate position (Fig. 6a, d, f, g,) and
LGALS3, IL8, CXCL10 and ZAR1 are located closer to the
nuclear periphery (Fig. 6b, h, c, i). To ascertain whether any
Fig. 2 IPA analysis of the DNA
microarray data: numbers of
genes implicated in the principal
biological function categories
related to the catalogues Dis-
eases and Disorders, Molecular
and Cellular Function and
Physiological System Develop-
ment and Function. Categories
associated with immunity are
shown in blue
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of these genes had undergone repositioning within the
nuclear space when the macrophages were activated, we
compared their radial distances in both states using a two-
sided Kolmogorov–Smirnov test. Only TNFα changes its
radial position significantly (p=0.04, Fig. 6f), moving from
an intermediate point to a more external position. In
addition, the comparison of the radial positions of the three
genes located on SSC8 revealed no significant difference
(p values >0.06), while two were found to be up-regulated
(IL8 and CXCL10) and one non-expressed (ZAR1). Simi-
larly, the down-regulated gene VIM occupies a radial
position that is not different from the one occupied by
TNFα and IL1β, both up-regulated (p=0.287 and p=0.816).
We continued by analysing the threshold cycle of qRT-
PCR for each gene in each state (Supplementary Fig. 4),
which gives a good trend of expression level in relation to
radial positioning. No correlation was found between gene
activity level and radial positioning as assessed by a
Pearson test on activated and control macrophages (p=0.055
and p=0.283, respectively).
Positioning within the associated chromosome
We next investigated whether changes in gene activity
correlate with changes in positioning relative to the
chromosome territories. To address this question, we used
the gene probe (BAC) combined with the parent chromo-
some territory probe (whole chromosome painting probe) in
3D-FISH experiments (Fig. 5). For each “gene/chromo-
some territory” pair we obtained the distance between the
Fig. 3 LPS-related gene networks identified by IPA. a Network 1. b
Network 2. c Network 3. The up- and down-regulated input proteins
are coloured in red and green, respectively. The colour intensity is
directly proportional to fold-change values reported in Supplementary
Table 2. The pathway components identified by the algorithm and not
detected in the analysis are shown in white
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gene centre and the chromosome territory edge and the
percentage of gene co-localization in its chromosome
territory. We assigned negative values to the distances
when the co-localization percentages were greater than
50%. In this way, we created three categories: inside
(distances<0), edge (distances=0), and outside (distances>0).
The results are given in Fig. 7. The first important observation
is that the position of the genes relative to their chromosome
territories differs from one gene to another. VIM is clearly
positioned outside its chromosome territory (Fig. 7a) in 75%
and 74% of control and activated cells, respectively. In the
same way, more than 60% of IGF2 signals is located outside
SSC2 territory under both conditions (Fig. 7e). Conversely,
IL1β and ZAR1 are clearly located in their CT (in 50% of
the cells whatever the state analysed) (Fig. 7g, i). Other
genes locate preferentially at the edge or outside the
segmented chromosome territories under both conditions:
this is the case of LGALS3 (Fig. 7b), TNFα (Fig. 7f), IL8
(Fig. 7h) and CXCL10 (Fig. 7c). Finally, no trend emerges
for TUBA3 (Fig. 7d), which is distributed equally in the
three classes (around 30% to 35% of signals in all classes).
The second important point is that among the nine genes,
the χ2 test used between groups of positions revealed that
only one gene changes its position in its chromosome
territory when the macrophages are activated. This concerns
IL8, up-regulated in activated macrophages, which clearly
moves outside SSC8 (p=0.003) upon activation: the
number of events in the inside category decreases (from
22% to 11%) while it increases in the outside category
(from 40% to 50%). However, even though the number of
events in the three categories does not vary significantly for
TNFα and CXCL10, we observed that the genes tend to be
further from the edge of their chromosome territories.
Consequently we then investigated whether the distances
from gene centre to CT edge vary when the immune cells
are activated. We normalized these distances by the
corresponding nucleus radius in the two macrophage
batches (control and LPS/IFNγ activated). The results
of a Mann–Whitney Wilcoxon test revealed that the
distances increase significantly in the activated macro-
phages for TNFα (p=0.001), IL8 (p=0.022) and CXCL10
(p=0.025). However, no significant variation was detected
for IL1β (p=0.28), which tends to remain inside its CT, or
for the four down-regulated genes (TUBA3, p=0.53;
LGALS3, p=0.24; VIM, p=0.13; IGF2, p=0.47; Table 2).
The greatest values for the average normalized distances
are observed for the two down-regulated genes, VIM and
IGF2, which have a more pronounced tendency to be
outside their chromosome territories (Fig. 7) both in
control and activated macrophages.
To ascertain whether the results concerning gene
behaviour relative to their CT during the activation of
macrophages are gene specific and cell type specific, we
analysed what happens in neutrophils as another immune
cell type. Although macrophages and neutrophils both
belong to the family of phagocyte cells, their mechanism
of action against bacterial infection is quite different.
Another important difference is observed at the nucleus
level as neutrophils have a polylobed nucleus. So we
extended the analysis to neutrophils by investigating the
three up-regulated genes, TNFα, IL1β and IL8, two down-
regulated genes, TUBA3 and IGF2 and the non-expressed
gene ZAR1. We first confirmed by qRT-PCR that these
genes have the same expression status in LPS-activated
neutrophils and macrophages (Fig. 4b). 3D-FISH analyses
were then carried out on control and activated neutrophils
(Fig. 5) and revealed that globally the gene positions
relative to their chromosome territories are similar: the
down-regulated TUBA3 gene is distributed equally across
Fig. 4 Normalized graphs for mRNA expression levels in macrophages
and neutrophils. a Expression level in activated macrophages relative to
control macrophages analysed by microarray (blue) and qRT-PCR (red).
For each gene, the expression level in control cells is considered as a
baseline. b Expression level in activated neutrophils relative to control
neutrophils analysed by qRT-PCR (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001)
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the three positions in both cell types; TNFα, IL8 and IGF2
tend to be outside their chromosome territories (Fig. 7l, n, k)
while IL1β remains preferentially in its CT (Fig. 7m).
Interestingly, only IL8 shows clear repositioning outside its
CT both in activated macrophages (p=0.003) and neutro-
phils (p=10−16; Fig. 7h, n).
Finally to determine whether the observed preferential
position at the edge or outside the chromosome territory of
the three up-regulated cytokines IL8, CXCL10 and TNFα
is specific for cells engaged in immune response, we
studied their position in fibroblasts as a control cell line
which is not related to immune response. We also analysed
the fourth up-regulated cytokine IL1β found inside its
chromosome territory both in control and activated macro-
phages and neutrophils. We first analysed their expression
status by qRT-PCR. As expected, this analysis revealed that
the four cytokines are expressed much more in immune
cells than in fibroblasts: IL8 is 470 times more expressed in
activated macrophages than in fibroblasts, CXCL10 2,878
times, TNFα 47 times and finally, IL1β 764 times
(Supplementary Fig. 5). 3D analyses were then carried on
in fibroblasts (Fig. 5) and revealed that while IL8 and
CXCL10 tend to be clearly at the edge or outside their
chromosome territories in immune cells whatever the state
(control or activated), they do not have the same position in
fibroblasts where they are equally distributed in the three
classes (Supplementary Fig. 6c, d). TNFα has a tendency to
be at the border or outside its CT in the three cell types
while IL1β remains in its CT (Supplementary Fig. 6a, b).
Discussion
In order to investigate the role of genome nuclear organization
in immune response, we used in vitro immune cells (porcine
macrophages and neutrophils) and activated them with LPS/
IFNγ or LPS to mimic bacterial infection. Indeed, the pig has
proven to be a very important model organism for studying
not only various diseases (arteriosclerosis, obesity and
diabetes) but also for understanding resistance to disease
Fig. 5 Analyses of gene posi-
tioning in the cell nuclei by 3D-
FISH and confocal microscopy.
Series of photos showing
structurally preserved nuclei
of control or activated macro-
phages and neutrophils and of
fibroblasts after hybridization
with painting probes specific to
chromosome territories (red) and
BACs containing genes (green).
Maximal intensity projections of
confocal image stacks are
shown. DNA in the nuclei is
counterstained with 4′,6′
diamidino-2-phenylindole
(DAPI, blue)
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Fig. 6 Radial distribution of genes in control and activated macro-
phages. a–i Cumulative frequency graphs of the radial positions for
each gene in control (grey) and activated (red for up-regulated genes
and green for down-regulated) macrophages. The cumulative frequen-
cy curve of a random distribution (P(X<d)=d3 for 0<d<1 where X is
the random radial position) is shown in black in each graph for
comparison. j Pairwise comparisons (p values) of cumulative radial
distributions (two-sided Kolmogorov–Smirnov test) are indicated in
each graph. The number of loci analysed in each condition is given at
the bottom right of the graphs
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(Litten-Brown et al. 2010). Compared to the mouse as a
model organism for humans, it has the great advantage of
more similar genome behaviour, particularly in terms of the
immune system (Lunney et al. 2009). Consequently, it is
important to improve our basic knowledge of immune
response in this species. In this context, the first phase of
our study consisted in determining which genes are
differentially expressed when immune cells undergo
activation, the second in selecting genes with a variation
of expression, and the third in studying the nuclear
positioning of these target genes to ascertain whether a
variation of expression implies a repositioning in the
nuclear space. Numerous studies have investigated this
important question in the context of cell differentiation
(Stadler et al. 2004; Ragoczy et al. 2006; Szczerbal et al.
2009) or malignancy development (Meaburn and Misteli
2008), but we found no detailed information in the
available literature for mammalian phagocytic cells sub-
jected to an activation process mimicking a pathogen
aggression.
Expression profiles of porcine macrophages
Transcriptomic analyses have been conducted to define the
expression profiles of human macrophages under various
conditions (Detweiler et al. 2001; Nau et al. 2002), but it
was not possible to study these mechanisms in swine, due
to the lack of appropriate tools, until a few years ago. Some
transcriptomic studies are now available for porcine
alveolar macrophages infected by viruses (Zhang et al.
2006; Xiao et al. 2010). Today, progress in gene annotations
(Archibald et al. 2010) and DNA chips targeting immunity
(Gao et al. 2010) makes it possible to carry the transcrip-
tional analysis of porcine macrophages further. A recent
analysis was conducted on peripheral blood mononuclear
cells (PBMC) (Gao et al. 2010) using the same dedicated
microarray, but our study focuses on swine monocyte-
derived macrophages under LPS/IFNγ stimulation. Indeed,
LPS, which interacts with a large number of proteins
including LPS-binding protein, CD14 and TLR4, has been
extensively used to study innate immune response in
different species (Boldrick et al. 2002; Nau et al. 2002;
Wells et al. 2003) and is particularly appropriate for
activating monocytes and macrophages that express the
cell surface receptor CD14. IFNγ, principally produced by
T-lymphocyte helpers, was added to LPS to mimic an
inflammatory context and to promote classical type 1
macrophage activation (Ma et al. 2003). According to this
study, most of the mRNAs elicited by LPS/IFNγ encode
proteins that are important for the innate immune response.
Our analysis revealed that 60 genes of the 17,070 genes
present on the array show a significant difference in
expression levels when the macrophages are activated by
LPS/IFNγ (Supplementary Table 2). This number is the
result of a strong selection due to the choice of a stringent
false discovery rate (5%) applied to obtain the more likely
candidates for 3D-FISH analysis. Our results are consistent
with the data obtained on human macrophages activated by
LPS (Nau et al. 2002) as ten common genes, including
IL1β, IL8, SAAL1 and NFKBIA, were found to be up-
regulated. A similar analysis on porcine PBMC activated
with LPS revealed a greater number of genes differentially
expressed (Gao et al. 2010). This is not surprising as we
focused on a particular cell type, obtained by differentiation
of monocytes, which represents only a small proportion of
the PBMC (8% in swine). It is necessary to identify
transcriptome modifications occurring in each cell subtype
in order to better decipher immune response, and this is
essential in our approach, which aims to correlate levels of
expression and nuclear organization.
Genes and networks involved during LPS/IFNγ stimulation
Inflammation is a powerful protective mechanism which
is coordinated and controlled by cytokines and chemo-
kines and, as expected, we detected an increase in the
expression level of IL1β and IL8, and members of the
CXCL family (CXCL10, CXCL11 and CXCL17). One of
the three networks (Fig. 3c) obtained by IPA analysis
demonstrated the implication of several transcription
factors, particularly NFKBIA and RNAPolII related to
cytokines (IL1β and IL8), suggesting their important
induction during macrophage activation as found in
previous studies (Nau et al. 2002; Gao et al. 2010).
Indeed, these proteins play a key role in immune response,
targeting neutrophils at the inflammation site (IL8) or
inducing cell proliferation and differentiation (IL1β).
TNFα was found to be up-regulated in our study and is a
well-known initiator and enhancer of macrophage activation
(Zhang et al. 2010). These cytokine and IFNγ are related to
transcription factors found in another network (Fig. 3a):
TNFα uses TRAFs (TNF Receptor Associated Factor) to
activate NFκB and interferons initiate Janus kinase–signal
transducer and activator of transcription and tyrosine kinase
cascades. The LPS/IFNγ activation used leads to a classical
type 1 activation of macrophages (resulting in nitric oxide
and cytokine production and a decrease in phagocytosis) as
described previously in other species (Ma et al. 2003; Zhang
et al. 2010).
In the context of an activation process investigated by
transcriptomic analysis, the number of genes found to be
down-regulated is often smaller than the number of up-
regulated ones (Jenner and Young 2005). Our data obtained
for porcine macrophages activated by LPS/IFNγ are con-
cordant with these observations, as seven genes among the
60 differentially expressed were found to be down-regulated.
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Two of them (VIM and TUBA3) are factors in cytoskeleton
dynamics as shown by the GSEA analysis. Locomotion for
phagocytosis and regulation of cell shape are important
elements of macrophage functions which partly modulate
the inflammatory response. In this context, the cytoskeleton is
a fundamental point of regulation and needs to be very
flexible in macrophages. Curiously, in our analysis, genes
implicated in cytoskeleton structure are down-regulated. We
postulate that the synthesis of proteins implicated in basic
cellular functions such as cytoskeleton maintenance is
reduced to enhance the synthesis of cytokines and other
proteins implicated in immune functions. This competition for
transcription factors between house-keeping genes and
induced genes may serve to reduce the expenditure of energy
for internal cellular functions in activated macrophages.
Nuclear positioning of specific genes
Differential positioning of active and inactive genes,
relative to nuclear domains, had led to the hypothesis that
nucleus positioning is functionally important and influences
gene activity (Lanctôt et al. 2007; Sexton et al. 2007; Pai
and Engelke 2010). Several studies illustrated that the
nuclear periphery can act as an inactive compartment and
that repositioning towards the nuclear interior is required to
allow efficient transcription, as for the immunoglobulin
heavy chain in B lymphocytes (Kosak et al. 2002) and for
CFTR in different human cell types (Zink et al. 2004).
However, recent studies in human cells demonstrated that
location adjacent to the nuclear periphery is not incompat-
ible with active transcription (Finlan et al. 2008; Kumaran
and Spector 2008). In addition, cases of lack of reposition-
ing events despite changes in gene activation have also
been reported (Küpper et al. 2007) which underlies the
difficulty in defining unifying rules.
Another important point is that even though the nuclear
arrangement of CT according to gene density has been
shown to be conserved in vertebrates (Tanabe et al. 2002),
differences have been observed between species in terms of
links between nuclear positioning and transcriptional
activity (Sadoni et al. 2008).
In this context, our aim was to investigate whether
changes in gene activity in activated immune cells were
related to repositioning events in the nucleus. The genes
we selected for our analysis, except for ZAR1, were
expressed both in control and in activated macrophages
and were subjected to changes in their expression levels.
We first analysed their radial positions and demonstrated
that when the macrophages are activated, a significant
change in radial positioning was only observed for
TNFα, up-regulated, that became more peripherally
localized. We then compared the radial positions of the
3 genes located on SSC8 and found no significant
difference while two are up-regulated (IL8 and CXCL10)
and one non-expressed (ZAR1). Similarly, the down-
regulated gene VIM occupies a radial position that is not
different from the one occupied by TNFα and IL1β, both
up-regulated. These results tend to demonstrate that there
is no link between radial positioning and variations of
expression in these immune cells.
We continued by analysing the threshold cycle of qRT-
PCR for each gene in each state (Supplementary Fig. 4),
which gives a good trend of expression level in relation to
radial positioning. No correlation was found between gene
activity level and radial positioning. Our results agree with
previous reports on the lack of correlation between activity
level and nuclear radial positioning (Scheuermann et al.
2004; Meaburn and Misteli 2008). When we compared the
radial positions of the selected genes, the ones we found
more externally situated (LGALS3, IL8, CXCL10 and
ZAR1) are those located on chromosomes with a low gene
density (6 genes/Mb for SSC1 and 4.9 genes/Mb for SSC8)
while IGF2 on SSC2 (12.3 genes/Mb), TNFα on SSC7
(12.3 genes/Mb) and TUBA3 on SSC5 (9.8 genes/Mb) are
clearly more central. Even though these estimations of gene
density (http://www.ensembl.org/Sus_scrofa) should be
treated with caution, as the porcine genome is still being
sequenced (Archibald et al. 2010), these data suggest that
the specific location of each gene is more closely linked to
the position of its home chromosome than to its expression
level as previously observed (Federico et al. 2008).
Our data demonstrate that when the macrophages react to a
bacterial infection, variations in expression level occur for
several genes; however, these variations do not imply a global
repositioning of genes in the nuclear space, as we only
observed one gene moving significantly towards the nucleus
periphery. This gene, TNFα, belongs to the major histocom-
patibility complex and is located on SSC7. Our hypothesis is
that the whole of this highly transcribedMHC genomic region
rearranges upon activation in immune cells as observed
previously (Volpi et al. 2000) and, more globally, that the
chromatin of SSC7 is in a less condensed state (Fig. 5). This
phenomenon has been observed previously for chromosome
1 in chicken macrophages (Stadler et al. 2004).
Fig. 7 Nuclear positioning of gene loci relative to their home
chromosome territories in interphase nuclei of porcine macrophages
(a–i) and neutrophils (j–o). The number of loci (n) analysed for each
gene under each condition is indicated at the top left of the histograms.
The distribution of a given gene was ranked in three classes (inside,
edge and outside) and compared between control (grey) and LPS/
IFNγ-activated macrophages (green, red or black for down- and up-
regulated or non-expressed genes, respectively). The three classes are
defined by combining the 3D distances: gene centre-to-chromosome
territory edge and the percentage of co-localization (gene in its
chromosome territory). These data were generated using NEMO
(Iannuccelli et al. 2010). Statistical differences were assessed by a χ2
test and p values are indicated on the graphs (top right)

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The activation process of immune cells by LPS/IFNγ is
not associated with major genome reorganization, contrary
to what has been observed in several models of cell
differentiation. Indeed it has been shown that during
adipocyte differentiation, the position of seven adipogenesis
genes changed significantly (Szczerbal et al. 2009). A
similar phenomenon was observed during normal differen-
tiation of mammary epithelial cells into acini, as seven out
of 11 genes tested occupied distinct radial positions
(Meaburn and Misteli 2008). However, in both cases, it
occurred during a normal differentiation process. The
situation has been shown to be different for malignant
differentiation as no major difference was detected when
malignant mammary differentiation was compared to
normal mammary differentiation (Meaburn and Misteli
2008). Another recently published example illustrates the
absence of global nuclear reorganization of genes or
chromosome territories after hormone addition and tran-
scriptional activation in human breast epithelial and cancer
cell lines (Kocanova et al. 2010). The activation of immune
cells by LPS/IFNγ induces inflammatory response and so is
closer in terms of cellular reactions to processes that occur
during tumourigenesis development or cell activation than
during normal cell differentiation.
Gene positions relative to their territory
It has been argued that the active genes are located
preferentially at the periphery of chromosome territories
or even outside (Kurz et al. 1996; Dietzel et al. 1999;
Bártová et al. 2002; Chambeyron and Bickmore 2004;
Harnicarová et al. 2006), whereas other reports indicate no
preference in the position of active genes that may also be
positioned in the CT interior (Mahy et al. 2002; Zink et al.
2004; Küpper et al. 2007). Our data are concordant with the
latter view as IL1β, which is expressed in macrophages and
moreover up-regulated in activated macrophages, remains
preferentially in its CT. However, the comparison of the
basal expression levels of IL1β and IL8 (which is clearly
outside its CT) estimated by the qRT-PCR threshold cycle,
revealed that IL1β is less expressed than IL8 (Supplementary
Fig. 4). We obtained exactly the same results in control and
activated neutrophils (data not shown).
A key goal of our study was to ascertain whether the
variation in expression level for some target genes, due to
the activation process, is associated with changes in their
behaviour towards their CT. A significant change was
detected for IL8 as its tendency to be outside its CT was
higher in activated macrophages and neutrophils than in
control ones.
The division into three classes (inside, edge and
outside) gave a global view of the gene location relative
to its CT. We went further by comparing the normalized
CT edge to gene centre 3D distances (for the inside and
outside classes), in control and activated macrophages.
This analysis revealed that for the three up-regulated
cytokines, IL8, TNFα and CXCL10, all of which also
have a tendency to be outside their CT, these distances
increase significantly in activated macrophages (Table 2).
Altogether, these results illustrate that the transcriptional
activation of IL8, TNFα and CXCL10 by LPS/IFNγ leads
to further decondensation and increased accessibility of
chromatin, manifested as an increase in the frequency with
which the region appears on an external loop (IL8) or in an
Table 2 Analyses of the external 3D distances between CT edges and gene centres
Gene symbol Control macrophages Activated macrophages p values
Average distance
CT edge to gene
centre (μm)
Average nucleus
radius (μm)
Average
normalized
distances (a)
Average distance
CT edge to gene
centre (μm)
Average nucleus
radius (μm)
Average
normalized
distances (a)
LGALS3 0.25 2.60 0.10 0.23 2.64 0.09 0.246
VIM 0.55 2.63 0.21 0.62 2.61 0.24 0.131
TUBA3 0.30 2.61 0.11 0.33 2.60 0.13 0.531
IGF2 0.62 2.63 0.24 0.79 2.64 0.30 0.476
TNFα 0.35 2.58 0.13 0.54 2.53 0.22 0.001 (**)
IL1β 0.26 2.58 0.10 0.29 2.63 0.11 0.286
IL8 0.24 2.62 0.09 0.34 2.56 0.13 0.022 (*)
CXCL10 0.27 2.63 0.10 0.45 2.62 0.17 0.025 (*)
ZAR1 0.31 2.74 0.12 0.32 2.71 0.12 0.277
The CT edges to gene centre distances were normalized to the corresponding radius to account for variations in nucleus size. For each cell, we
calculated the normalized distance which corresponds to the CT edge to gene centre raw distance divided by the cell radius. The mean values of
these normalized distances are presented in Table 2 (a). The comparison of the normalized distance distributions between the two conditions
(control and activated) was performed with a Mann–Whitney–Wilcoxon test. p values below 0.05 are considered as significant
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increase in the distance from the CT edge (IL8, TNFα and
CXCL10). Several studies focusing on the MHC region
have already demonstrated such phenomenon after tran-
scriptional up-regulation by IFNγ (Volpi et al. 2000;
Christova et al. 2007; Kumar et al. 2007; Ottaviani et al.
2008). Our data report a similar behaviour for a gene of
the MHC complex in porcine phagocytic cells. Our
hypothesis is that it can be extended to other genes whose
physiological activation by IFNγ is a key step in the cell-
mediated immune response.
Taken together, these observations suggest that individ-
ual genomic regions have a specific 3D configuration that is
mainly gene dependent but also, in our immune cell
models, activity dependent. Another point in favour of this
hypothesis is that IL8, CXCL10 and ZAR1 both map to
SSC8 but behave differently: the position of IL8 and
CXCL10 (both up-regulated) relative to SSC8 is modified
by the activation process, while the position of ZAR1 (non-
expressed) was not. IL8 and CXCL10, separated by only
3 Mb, are in a region where neighbouring genes (clusters of
inflammatory chemokines) are globally active, contrary to
ZAR1 (Fig. 8). The existence of such regions with
increased gene expression has already been described
(Caron et al. 2001; Koutná et al. 2007). Their extension
outside the CT has been reported as an important element
for their interaction with other elements in the nucleus or
their grouping in specific transcription factories (Osborne et
al. 2004; Soutoglou and Misteli 2007; Szczerbal and
Bridger 2010).
However, our observations also confirmed that external
loops might not be an absolute requirement for transcrip-
tion per se (Christova et al. 2007) as IL1β, which is also
an up-regulated cytokine in activated immune cells (macro-
phages and neutrophils), remains in its CT while it is
actively transcribed. Interestingly, IL1β is surrounded by
other genes that were not found to be differentially
expressed upon stimulation. Taking into account the data
available, IL1β remains the only up-regulated gene in this
region (Fig. 8).
The results of our study demonstrate that LPS/IFNγ
stimulation of macrophages leads to variations in gene
expression. A systematic relocation of these genes in the
nucleus space was not observed. Indeed, three of the four
up-regulated genes studied relocated in the nucleus (TNFα)
and/or relatively to their CT (TNFα, IL8 and CXCL10)
while the fourth (IL1β) did not move. In addition, the 4
Fig. 8 Distribution of the
expressed genes on chromo-
somes. Genes annotated in the
Ensembl genome browser and
expressed in macrophages (data
from microarray) are shown in
their chromosomal position, by
their differential expression
levels (green = low, red = high)
in active state compared to
control. For each chromosome,
the ‘plus’ strand is represented in
the left-hand column and the
‘minus’ strand in the right-hand
column. Genes selected for the
3D-FISH analyses are repre-
sented and named in their
corresponding strand
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down-regulated genes analysed did not show any signifi-
cant change in their nuclear positioning. We found the same
results in another type of immune cell (neutrophils) despite
the particular structure of their nucleus suggesting that this
gene behaviour is probably specific to cells involved in
immune response. The results we obtained on fibroblasts
chosen as a control cell line which is not involved in
immune response, confirm this hypothesis. Indeed, the
two up-regulated cytokines (IL8, CXCL10), highly
expressed in macrophages even before activation, are
located rather outside or at the edge of their CT in this
cell type while this tendency is not found in fibroblasts, in
which they are much less expressed, and where they are
equally distributed in the three categories (inside, edge
and outside). On the contrary, TNFα retains its tendency
to be at the edge or outside its chromosome territory in
fibroblasts. This gene belongs to the MHC which has
been already found most often at the periphery of its CT
or on large external loops in human fibroblasts (Volpi et
al. 2000) irrespective of its expression status, due probably
to its position in one of the most-gene rich regions of the
genome. Altogether our data suggest that relocation in the
nuclear space of genes differentially expressed in response
to LPS activation is gene and cell type specific, but also
closely linked to the entire up-regulation status of their
chromosomal regions in immune cells.
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All the TLR 1 to 9 were expressed on porcine monocyte-derived macrophages as 
demonstrated by RT-PCR analysis (data not shown). 
T-2 toxin interferes with the Toll-Like Receptor mediated 
activation of porcine macrophages
Romain Solinhac, Isabelle P. Oswald, Laurence Guzylack-Piriou
INRA, Laboratoire de Pharmacologie Toxicologie, 180 Chemin de Tournefeuille, B.P. 3, 31931 Toulouse Cedex 9, France
TLR are expressed on many cells including macrophages and recognize highly conserved 
structural motif expressed by microbial pathogen but not by vertebrates.
Stimulation of TLRs initiates signaling cascades and causes an immediate defensive 
response, including the production of an array of antimicrobial peptides and cytokines.
T2-toxin impairs the defence mechanisms of macrophages and decreases the resistance to 
infection.
Beyond its cytotoxic effects on macrophages, T-2 toxin reduces cytokines production 
mediated by TLR-1, -2, -3, -5. This tendency was also observed for TLR-4. 
Toll-like receptor (TLR) activation and signal transduction are regulated by subcellular
compartmentalization of receptors and downstream signalling components. 
To explain the divergent effect of T-2 toxin to TLR-activated macrophages, we will assessed 
the modulation of T-2 toxin on downstream intracellular signalling pathways and on the 
incidence of compartmentalization. 
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Conclusion
T-2 toxin is the most commonly occurring type-A trichothecene, produced predominantly by species of the genus Fusarium, especially F. sporotrichioïdes
and F. langsethiae, and is often found in cereal grains from Europe but no regulatory was fixed for this kind of mycotoxin. Rapidly absorbed after ingestion 
in most animal species, this toxin is haematoxic and immunotoxic. Using an in vitro model, we have investigated the effects of these mycotoxins on porcine 
monocyte-derived macrophages.
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These data present the expression of IL1β after subtraction of its basal expression in 
unstimulated cells.
A significant decrease in IL1-β production was observed in T-2 treated culture upon activation 
with TLR-1, -3, -5 agonists. 
The same trend is observed on TLR-2,-4,-6 activation without significant difference . 
No effect of T-2 toxin was observed on TLR-7, -8, -9 response. 
The survival rate of swine 
macrophages decrease at a very low 
level of T-2 toxin (from10nM).
Macrophages are principally 
implicated in innate immunity. In this 
way, we have investigated the effect 
of a non cytotoxic concentration of 
T2-toxin (3nM) on Toll-Like 
Receptors mediated activation.0%
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These data present the expression of TNF-α after subtraction of its basal expression in 
unstimulated cells. 
A significant decrease of TNF-α production was observed in T-2 treated culture upon 
activation with TLR-1, -2, -3, -5 agonists. The same trend is observed for TLR-4.
No relevant effect of the T-2 toxin was observed after TLR-6, -7, -8, -9 activation.
Worldwide Mycotoxin Reduction in Food and Feed Chains
9-11 September 2009  Tulln/Vienna, Austria
Innate immune response in swine: expression and nuclear 
organisation of target genes in macrophages
R. Solinhac1, 2, F. Mompart1, P. Pinton2, D. Robelin1, P. Martin2, E. Iannuccelli1, J. Gellin1, I. Oswald2, M. Yerle1
1INRA, UMR 444 Génétique Cellulaire, BP 52627 Chemin de Borde Rouge, 31326 Castanet-Tolosan, France
2INRA, UR 66 Pharmacologie-Toxicologie, 180 Chemin de Tournefeuille, B.P. 3, 31931 Toulouse Cedex 9, France
Determination of genes differentially expressed in 
LPS-stimulated macrophage: a transcriptomic
approach
Gene positions relative to chromosome territories
Conclusion
Objectives 
75th Symposium: Nuclear Organization & Function
2-7 June 2010
Macrophages represent one of the first immune defenses towards pathogens and their activities are highly regulated. Recent studies on different cell types have demonstrated that a relationship exists 
between gene expression and nuclear organization. In this context, the aim of our project is firstly to identify the genes which are differentially expressed  when the macrophages are activated in 
response to a pathogen aggression, secondly to investigate if genes over expressed or down regulated are repositioned in the three-dimensional space of the nucleus. The first release of the swine
genome assembly is now available as genomic tools for immune response in this species. The analysis of gene expression of porcine macrophages in the two states: quiescent and LPS-stimulated to 
mimic bacterial infection, was realized by a transcriptomic approach. We then selected the three more over expressed and the three more down regulated genes to study by 3D FISH their nuclear 
localization in quiescent and activated macrophages. We also study the position of a gene which is not expressed in this cell type. Using a dedicated software, several 3D measurements were 
performed and allowed us to determine the distance between gene centers and chromosome edges. 
A DNA microarray targeting a set of 
13297 pig genes and enriched with 
3773 genes of the porcine immune 
system was used upon 5 piglets in 
order to determine the differentially 
expressed genes. This array was 
developed by the CRB GADIE 
(INRA). Samples were compared to 
a common reference.
This heatmap represents the 66 
most regulated genes (FDR<5%): 
among them, 7 genes are 
repressed and 59 genes are over 
expressed upon activation.
Globally, genes found are 
implicated in cellular movement
and in the immune system 
development.
 So even if macrophages undergo several changes both at the morphologic or gene expression 
level in response to a bacterial infection, no repositioning of differentially expressed genes towards 
their chromosome territory was observed except for IL8, which clearly moves outside its chromosome 
territory. It is a chemotactic factor associated with inflammation and surgical stress which should 
probably be mobilized first to react to infection. 
Globally, gene position tends to be correlated to the threshold cycle of the quantitative PCR (data 
not shown). A gene with a very fast amplification tends to be more external to its relative chromosome 
territory and vice-versa. 
 The immune response implies a rapid and specific action of the leukocytes. In this way, genes 
implicated in the immunity are in a “ready to use” state in these highly differentiated cell. It appears 
that macrophages do not need a deep nucleus rearrangement to be functional. Interestingly, for IL8, 
plasticity was given maybe to allow a more precise response against pathogen.
 It would be interesting to complete this study by the analysis of blood monocytes, which need four 
days of differentiation to become macrophages. We could hypothesize that more drastic nucleus 
rearrangements could occur during this differentiation time and it would be interesting to analyze if 
variations of gene expression come with genes repositioning as observed in other differentiation 
states. 
Gene selection for 3D analysis 
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IL8/SSC8
VIM/SSC10
ZAR-1/SSC8
For each gene/chromosome territory, the NEMO software allowed us to obtain:
- the percentage of colocalization of the gene in its chromosome territory.
- the 3D distance between the gene center and the chromosome edge. 
The combination of these data allowed us to represent the genes positioning towards their 
chromosome territories
We selected 7 genes, 3 up-regulated (in red in this table), 3 down-regulated (in green in this table) 
and one non-expressed (ZAR1). Each gene shows a good fold change in the microarray data (q 
value < 5%), except TNF. However, further analysis revealed that the oligonucleotides present on 
the microarray do not target this gene. TNF was selected according to data expression available in 
the literature. These variations of expression were confirmed by real time PCR.
TUBA3/SSC5
NANANA8p21.2CU463062.1ZAR1
0,16 *0,68 ***SS000131035p13CU633660.2TUBA3
0,17 **0,58 ***SS000026131q22CU467727.2LGALS3
0,32 *0,57 ***SS0000131710q11.1CU570641.2VIM
8,23 *1,10Susc100007617p11.1CU467793.10TNFa
7,54 *6,68 ***SS000010608q11CU633185.2IL8 
25,01 *4,39 ***SS000104423q11-q14CU855588.2IL1B
rt qPCR FCarray FCarray IDChromosomeRef_SeqGene Control n=93
Stimulated n=85
Control n=125
Stimulated n=141
Control n=114
Stimulated n=112
Control n=103
Stimulated n=117
Control n=135
Stimulated n=126
Control n=115
Stimulated n=122
Control n=135
Stimulated n=129
The analysis of fluorescent signals 
reveals that VIM is clearly located 
outside its chromosome territory 
whatever the activation state of the 
cell.
LGALS3 and TUBA3 have not a 
precise position. Indeed, for both of 
them, the fluorescent signals are 
distributed among the 3 positions in 
the two states.
IL1β is located preferentially in its 
chromosome territory whatever the 
activation status of the cell.
Contrarily to what has been 
observed for IL1β, IL8 tends to be 
outside its chromosome territory and 
this tendency increases significantly 
(p=0.0035) in the stimulated state.
TNFα locates in the swine MHC 
complex. Fluorescent signals were 
more external in control 
macrophages but tend to be well 
distributed in 3 categories upon 
activation (no significant difference).
ZAR-1 remains in its chromosome 
territory in both states
Gene positioning in the nuclear space 
The position of each selected gene towards its chromosome territory was analyzed by 3D FISH in 
quiescent and activated macrophages. Around 100 cells were analyzed for each 
gene/chromosome territory and in each condition.
BAC containing genes were used as probes combine with chromosome painting to label the 
chromosome territory. All the probes were verified on metaphases before their use in 3D FISH 
experiment.
Slides were analyzed by confocal microscopy, stacks of images were analyzed with a dedicated 
software: NEMO (Iannuccelli et al. Bioinformatics 2009)
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An example of 3D-FISH analysis using the 
NEMO software:
It illustrates the analysis of IL8 (green) 3D 
position towards its chromosome territory 
(SSC8-red)
• 19 cells were cutted from a field.
• for each, a segmented image was created 
from the raw image.
• several measurements were done on the 
segmented images.
• results were directly collected or sent to a 
database. 
1    2    3    4    5 1    2    3    4    5
Unstimulated LPS stimulated
(*>0.05 ; **>0.01 ; ***>0.001)
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Annexe 1 : Techniques utilisées dans l’analyse de l’organisation du noyau 
 
 
De no mbreuses techniques sont disponibles pour  analy ser l ’organisation nucléaire.  
Voici une li ste des tech niques moléculaires majeures qui so nt utilisées pour définir  les 
interactions entre protéines et/ou acides nucléi ques ou encore la position des gèn es relativement 
aux structures nucléaires. 
 
 
Détecter les interactions ADN-ADN 
 
 
3C  « Chromosome Conformation Captur e » (3C) est utilisé pour  déterminer quelles 
sont les séquences d'ADN  proches dans l' espace nucléaire 3D dans des cellule s 
fixées. Cela i mplique une fixation pour lier les séquences d 'ADN proches (via les 
protéines), de couper avec une enzy me de restriction, et de faire une ligature à 
faible concentration. La ligature des séquences AD N proches es t favorisée, a près 
libération des séquences, l'ADN lié est détecté par PCR.  
 
4C  « Chromosome Conformation Capture on Chip » (4C) ou circular chro mosome 
conformation capture per met l a recherche sur le  génome entier de loci d'ADN en  
lien avec un locus donné.  
  
HiC « Chromosome Conformation Capture » à l’ échelle d’un génome entier. Permet de 
définir toutes les interactions intra- et inter-chromosomiques. 
 
Schéma commun : « principe de fixation des interactions » 
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Détecter les interactions ADN-Protéines 
 
 
ChIP-chip  Les protéines de la chromatine sont liées de façon covalente à l 'ADN en utilisant du 
formaldéhyde (Les Histones sont détectées dans des préparations de chromatine non 
fixées). La chromatine est ensuite cassée et immunoprécipitée (ChIP) en utilisant un 
anticorps spécifique d’ une protéine : s oit native, s oit taguée, ou présentant des 
modifications post-traductionnelles spécifiqu es. La libération de l'ADN li é, permet 
l'enrichissement de fragments spécifiques d'ADN, dont l' identité est déterminée par 
hybridation avec une puce.  
 
ChIP-seq  Dans les expériences de ChIP-seq , l’ ADN immunoprécipité est séquencé 
directement en utilisant les  techniques de séquençage à haut débit. Les séquences 
sont ensuite positionnées sur le géno me de  r éférence. Les frag ments liés par  la 
protéine seront plus abondants et s équencés plusieurs fois, fournissant une mesure 
directe de l'enrichissement.  
 
 
Analyser l’organisation nucléaire en 3D 
 
 
FISH 3D Fluorescent Hybridation In Situ (FISH) détecte des séquences d'ADN spécifiques et 
les localise sur préparations cy togénétiques de chrom osomes ou de no yaux de 
cellules en interphase. Cette technique utilise des sondes taguées am plifiées à partir 
de frag ments d'ADN spécifiques ou de chromosomes isolés, pour détecter des 
séquences ci bles. Les régions génom iques liant la sonde sont visualisées par 
microscopie à fluoresc ence. Une  procédure per met de conserver la structure 
primaire stru cture nucléaire 3D, im portante pour la cartographie spatiale des 
séquences génomiques spécifiques dans les noy aux interphasiques. Cette techni que 
exige l’acqui sition d’une pile d' images sur un petit nom bre de noyaux et un e 
reconstruction 3D. 
  
Cryo-FISH Procédure modifiée de FISH qui utilise des cry osections ultra-minces à par tir 
d’échantillons fixés par incorporation d’un cry oprotecteur. Les sections ont une 
épaisseur variant de 100 à 200nm . La préservation de l' ultrastructure est optimisée, 
le rapport sig nal-bruit est am élioré et les artefacts sont réduits a u minimum. Cette 
approche est idéale pour  observer les interactions à courte di stance entre loci 
spécifiques ou les associat ions avec des dom aines spécifiques avec une résolution 
plus élevée que la FISH. Les cellules pe uvent être étudiées d ans leur contexte 
tissulaire. 
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Analyse dynamique de l’organisation nucléaire 
 
 
SMI Single Molecule I maging (SMI) : sur l es cellules vivantes, des molécules d'intérêt 
sont conjuguées avec d es fluorophores et  introduites dans les cellules. Le 
comportement de ces molécules est ens uite visualisé par vidéo-m icroscopie haute-
sensibilité. La méthode p ermet d e marquer des sites chro mosomiques spécifiques 
par une localisation in situ in vivo. La d étection par microscopie optique, peut être 
complétée par la microscopie électro nique à haute résolution en utilisant une 
immuno coloration.  
 
FRAP Fluorescence Recovering After Photobleaching (FRAP) sur cellu les vivantes. Cette 
technique consiste à illuminer tem porairement une portion d’un échantillon avec 
une forte intensité de lumière, de manière à provoquer une extinction localisée de la 
fluorescence, puis de mesurer la réap parition de la fluorescence dans la zone 
concernée (qui tém oigne de l’arrivée de m olécules qui étaient hors de la région 
photo blanchie). Le tem ps de diffusion correspond au tem ps nécessaire p our 
récupérer la moitié de la fluorescence maximale. 
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Annexe 2: Liste des sondes différentiellement exprimées durant 
l’activation LPS-IFNγ  
Identifiant 
puce ADN 
Symbole du 
gène ciblé 
Numéro d’accès 
Ensembl 
Numéro 
d’accès 
Entrez 
Taux de 
variation 
(Log) 
P value FDR 
SS00008103 NEDD4L ENSSSCG00000004920 23327 -0,832895043 0,000334 4,88% 
SS00001317 VIM ENSSSCG00000011033 407747 -0,80260337 0,000048 1,08% 
SS00002613 LGALS3 ENSSSCG00000005055 83781 -0,784037045 0,000206 3,20% 
SS00013103 TUBA3 ENSSSCG00000000193 500929 -0,559649863 0,000131 2,24% 
SS00012406 EBPL NA 84650 -0,556731177 0,000339 4,88% 
SS00006025 ZNF146 ENSSSCG00000002930 282395 -0,531176271 0,000221 3,34% 
Susc10003238 CXCL14 ENSSSCG00000014310 494467 -0,481458347 0,000096 1,84% 
Susc10000993 NFKBIA ENSSSCG00000001952 406188 0,465283134 0,000155 2,56% 
Susc10003444 CD274 ENSSSCG00000005211 574058 0,469498379 0,000114 2,04% 
SS00006403 TRIP10 ENSSSCG00000013554  0,476568661 0,000180 2,89% 
SS00004741 UBE2E2 ENSSSCG00000011209 9246 0,517751731 0,000126 2,18% 
Susc10000202 CD40 ENSSSCG00000007440 397395 0,536104434 0,000118 2,07% 
SS00006171 BCL11A ENSSSCG00000008392 53335 0,539981541 0,000166 2,70% 
SS00006021 CCDC18 ENSSSCG00000006897 100155203 0,568602549 0,000015 0,42% 
SS00008350 Ddx3x ENSSSCG00000012252 13205 0,572022697 0,000341 4,88% 
SS00000656 HP ENSSSCG00000006970 397061 0,576642346 0,000104 1,96% 
SS00009053 PON2 ENSSSCG00000015331 100142663 0,58366094 0,000047 1,07% 
SS00007231 Rnf213 ENSSSCG00000017146 672511 0,592483207 0,000197 3,10% 
SS00008059 OAS2 ENSSSCG00000009881 4939 0,657984601 0,000094 1,84% 
SS00003889 SMG7 ENSSSCG00000015558 9887 0,662617603 0,000210 3,22% 
SS00007274 SCARNA6 ENSSSCG00000020489 677772 0,692398411 0,000027 0,65% 
SS00004273 ARF4 ENSSSCG00000011466 11843 0,708701445 0,000078 1,55% 
Susc10000951 SLA-DQA1 ENSSSCG00000001456 100135044 0,722102902 0,000065 1,36% 
SS00001034 SOD2 ENSSSCG00000004051 100154319 0,745338051 0,000109 1,99% 
SS00003086 ALMS1 ENSSSCG00000008295 7840 0,791671182 0,000020 0,51% 
Susc10003252 IFIT2 ENSSSCG00000010451 3433 0,794718737 0,000010 0,28% 
SS00003908 RASAL2 ENSSSCG00000015519 226525 0,797591177 0,000002 0,08% 
SS00008424 DYNC1I2 ENSSSCG00000015948 1781 0,800535609 0,000007 0,21% 
SS00003237 ANTXR2 ENSSSCG00000009256 118429 0,804096625 0,000046 1,07% 
SS00010177 CD86 ENSSSCG00000011877 397441 0,836492229 0,000045 1,07% 
SS00000474 GLRX1 NA 397463 0,873908261 0,000004 0,13% 
Susc10001794 IL1B ENSSSCG00000008088 397122 0,887506982 0,000062 1,36% 
Susc10002394 GLRX1 NA 397463 0,892740084 0,000000 0,01% 
Susc10001459 TNFSF10 ENSSSCG00000011753 406191 0,906975963 0,000006 0,18% 
SS00004138 NELF-D ENSSSCG00000007521 100134985 0,909861546 0,000012 0,33% 
SS00002294 CES1 ENSSSCG00000002825 100135666 0,922845529 0,000064 1,36% 
Susc10001807 YARS NA 8565 0,925026619 0,000298 4,44% 
Susc10000296 CD48 ENSSSCG00000006379 962 0,95431694 0,000002 0,08% 
SS00009031 NFKBIA ENSSSCG00000001952 406188 0,961893625 0,000001 0,06% 
Susc10002880 EMILIN2 ENSSSCG00000003694 84034 0,973015433 0,000002 0,08% 
SS00004009 IFIT1 ENSSSCG00000010453 3434 0,991377461 0,000000 0,01% 
SS00008314 UBE2E2 ENSSSCG00000011209 9246 0,991568494 0,000002 0,08% 
Susc10002202 CXCL17 ENSSSCG00000003048 100154403 1,033887799 0,000023 0,56% 
SS00004040 PPP1R7 ENSSSCG00000016376 100154403 1,041658249 0,000000 0,00% 
SS00011338 RBM27 NA 1275924 1,05556346 0,000000 0,00% 
SS00007889 SNX10 ENSSSCG00000016709 29887 1,063808354 0,000003 0,12% 
SS00011800 TCIRG1 ENSSSCG00000012890 10312 1,093403163 0,000002 0,08% 
SS00003232 RDH16 ENSSSCG00000000413 8608 1,094100749 0,000000 0,01% 
SS00000561 DHX58 ENSSSCG00000017416 396723 1,104857827 0,000001 0,06% 
Susc10002200 OAS2 ENSSSCG00000009881 595128 1,145014951 0,000000 0,02% 
SS00000500 PREP ENSSSCG00000004368 445540 1,164009743 0,000000 0,02% 
Susc10002542 CXCL11 ENSSSCG00000008978 100169744 1,17568839 0,000000 0,01% 
Susc10000195 IL27 ENSSSCG00000009272 493187 1,179947568 0,000003 0,09% 
SS00000805 MX1 ENSSSCG00000012077 397128 1,247006768 0,000000 0,01% 
Susc10003584 INDO ENSSSCG00000007007 100153232 1,34161479 0,000073 1,48% 
SS00006580 SNX10 ENSSSCG00000016709 29887 1,438076512 0,000001 0,04% 
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Annexe 2 (suite): Liste des sondes différentiellement exprimées durant 
l’activation LPS-IFNγ  
Identifiant 
puce ADN 
Symbole du 
gène 
Numéro d’accès 
Ensembl 
Numéro 
d’accès 
Entrez 
Taux de 
variation 
(Log) 
P value FDR 
SS00012410 TRPM8 NA 1049776 1,447423387 0,000016 0,43% 
SS00001690 TSPAN7 NA 7102 1,532754978 0,000008 0,23% 
SS00000793 RSAD2 ENSSSCG00000008648 396752 1,79806778 0,000000 0,01% 
Susc10002663 DHX58 ENSSSCG00000017416 396723 1,82179896 0,000000 0,00% 
SS00009860 MX2 ENSSSCG00000012076 397128 1,885703953 0,000000 0,00% 
Susc10001434 ISG15 ENSSSCG00000000774 100145895 1,907913076 0,000000 0,00% 
Susc10001669 IL8 ENSSSCG00000008953 396880 2,050755534 0,000000 0,01% 
SS00010442 IL1B ENSSSCG00000008088 397122 2,133460113 0,000002 0,08% 
Susc10002812 SAAL1 ENSSSCG00000013371 6288 2,429460688 0,000000 0,01% 
Susc10003101 SLAMF7 ENSSSCG00000006378 100154053 2,576154483 0,000000 0,00% 
SS00001060 IL8 ENSSSCG00000008953 396880 2,739396863 0,000000 0,00% 
Susc10002317 CXCL10 ENSSSCG00000008977 494019 3,475610923 0,000000 0,00% 
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Annexe 3 : Liste des ensembles de gènes détectés dans l’analyse GSEA 
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Annexe 3 (suite) : Liste des ensem bles de gè nes détect és dans l’analyse 
GSEA 
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Annexe 4 : Vérification de la non-expr ession de ZAR1 dans les 
macrophages et les neutrophiles.  
 
L’amplification par PCR avec des amorces spécifiques de ZAR1  a été réalisée sur des ADNc 
contrôle (lignes 2 à 6) et activé (pistes 7 à 11) de macrophages (a) et de neutrophiles (b), mais 
également sur de l'ADNc d'ovaire porcin comme contrôle positif  (piste 12) et sur de l 'ADN 
génomique porcin (piste 13). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cartographie fonctionnelle des macrophages porcins : 
Expression des gènes et architecture nucléaire lors de l’activation par LPS-IFNγ. 
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Depuis les 15 d ernières ann ées, de no mbreuses ét udes ont m is en évidence le rôle m ajeur de 
l’architecture nucléaire dans la régul ation de l’expressi on des gè nes et ceci dans une grande diversité de  
processus biologiques. Bien que l a réponse immunitaire soi t un de ces processus, peu de do nnées existent sur 
l’organisation spatiale du génome dans les cellules immunitaires et son impact sur la régulation des gènes dans le 
contexte d ’une réponse à l’infection b actérienne. En utilisant le porc co mme o rganisme modèle, nous av ons 
concentré notre ét ude sur l es m acrophages dé rivés de monocytes, p remières l ignes de défense c ontre l es 
pathogènes. Les cellules immunitaires étant les cibles des mycotoxines, nous nous sommes également intéressés 
aux e ffets de la toxine T-2 su r les m acrophages et leur réponse induite par les récepteurs TLR. Un effet 
cytotoxique de la T-2 à une dose de 10 nM, ainsi que des effets inhibiteurs sur certaines réponses liées aux 
récepteurs TLR ont été mis en évi dence. Nous avons ensuite examiné si les changements dans l'expression des 
gènes dus à l'activation impliquent un repositionnement dans l'espace nucléaire. Une analyse du transcriptome a 
permis d’identifier les gènes différentiellement exprimés dans les macrophages activés par le mélange LPS-IFNγ 
et de mettre en évidence des réseaux de gènes impliqués lors de l’activation. Les 4 gènes les plus sur-exprimés 
(IL1β, IL8, CXCL10 et TNFα) et les 4 gènes les plus sous-exprimés (VIM, LGALS3, TUBA3 et IGF2) ont été 
sélectionnés pour analyser le ur comportement dans l'espace nucléaire a u cours de l’activation des macrophages 
en utilisant la tech nique FISH 3D. Parm i l es 4  gènes su r-exprimés, 3 présentent des modifications de leur 
position durant le processus d'activation alors que les 4 gènes sous-exprimés ne montent pas de variation de 
leur po sition. L'analyse d e l a p osition d es g ènes par rapport à leu rs territo ires ch romosomiques (TC) a été 
étendue à un second type de cellules immunitaires : les neutrophiles. Des résultats similaires ont été obtenus. Les 
analyses ont été ensuite complétées par l'étude des 4 gènes sur-exprimés dans un type cellulaire indépendant de 
la réponse immunitaire (fib roblastes). Nos données suggèrent que les relocalisations dans l'espace nucléaire 
des gènes différentiellement exprimés dans les cellules immunitaires activées sont gène spécifique, type 
cellulaire spécifique et concernent essentiellement ceux qui sont sur-exprimés. 
 
 
Mots clés :  macrophages porcins, réponse immunitaire, toxine T-2, TLR, transcriptome, architecture 
nucléaire, FISH 3D.  
 
 
For the past 15 years, numerous studies have highlighted the role of nuclear architecture in regulating 
gene expression in a variety of biological processes. Although the immune response is one of these processes, 
few data exist on the spatial organization of the genome in immune cells and its impact on gene regulation in the 
context of a response to bacterial infection. Using pigs as a model organism, we focused our study on monocyte-
derived m acrophages, t he fi rst l ines of defence agai nst pat hogens. As i mmune cel ls are t he t argets of 
mycotoxins, we also studied the effects of T-2 toxin on macrophages and on their responses induced by TLRs. A 
cytotoxic effect of T-2 at a dose of 10 nM, and an inhibitory effect on some responses related to TLRs have 
been demonstrated. We t hen exam ined whet her c hanges i n ge ne exp ression d ue t o act ivation i nvolve a  
repositioning within the nuclear space. A transcriptome analysis allowed us to id entify differentially expressed 
genes in macrophages activated by LPS-IFNγ and to analyze gene networks involved during activation. The top 
4 up-regulated genes (IL1 beta, IL-8, CXCL10 and TNF) and t he top 4 down-regulated ones (VIM LGALS3, 
TUBA3 and IGF2) have been selected to analyze their behaviour in nuclear space during macrophages activation 
using 3D FI SH technique. Am ong the 4 up -regulated g enes, 3 show changes in their position during the 
activation process while the 4 down-regulated ones did not reposition. The analysis of gene behaviours towards 
their chromosome territories (CT) was ex tended to neutrophils and sim ilar results were obtained. The analyses 
were then completed by the study of the 4 up-regulated genes in a non immune cell type (fibroblast). Our data 
suggest that relocation in the nuclear space of genes differentially expressed in activated immune cells is 
gene and cell type specific and mostly concerns those that are up-regulated.  
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